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ABBREVIAZIONI 
 
aGVHD, acute Graft Versus Host Disease 
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MTX, Methotrexate 
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NK cells, Natural Killer cells 
NO, Nitric Oxide  
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STAT, Signal Transducer of Activated Transcription  
TBI, Total Body Irradiation 
TCD-BM, Bone Marrow T Cell Depleted 
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TCR, T Cell Receptor 
TGF, Transforming Growth Factor 
TNF, Tumor Necrosis Factor  
TRM, Transplant Related Mortality 
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INTRODUZIONE 
Trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche 
Il trapianto di cellule staminali emopoietiche (Hematopoietic Stem Cell Transplantation, HSCT) 
è una procedura medica che comporta l'infusione di cellule progenitrici del sistema emopoietico 
di un donatore sano in un paziente precedentemente sottoposto ad un regime chemio-
radioterapico. Le prime applicazioni sull’uomo risalgono al 1959 quando Thomas fu in grado di 
indurre una remissione clinica in una paziente affetta da leucemia in stadio avanzato dopo 
trapianto di midollo osseo prelevato dalla sorella gemella (1). Ad oggi l’HSCT rappresenta una 
terapia potenzialmente curativa per il trattamento sia di tumori ematologici e di alcune neoplasie 
solide, sia di disordini ematologici non-neoplastici quali le immunodeficienze primitive e gli 
errori congeniti del metabolismo (2-4). 
Le principali complicanze post-trapianto, in grado di influenzarne l’efficacia in termini di 
mortalità trapiantologica (cosiddetta Treatment Related Mortality, TRM) e quindi di ridurne il 
potenziale effetto curativo, sono rappresentate da: 
- rigetto del trapianto, ad opera dl sistema immunitario del ricevente ed in particolare da 
linfociti T e Natural Killer (NK) (5,6); 
- malattia del trapianto contro l’ospite o Graft versus Host Disease (GVHD), una reazione 
immunitaria dei linfociti del donatore contro i tessuti sani del ricevente (7); 
- infezioni da agenti opportunisti (8). 
Queste complicanze risultano in una TRM che oscilla tra il 10% e il 60% a seconda del tipo di 
donatore, del regime di condizionamento e delle comorbidità (9).  
D’altro canto, l’efficacia curativa del trapianto allogenico è legata al regime di condizionamento 
pre-trapianto (chemioterapia mieloablativa o non), alla sostituzione delle cellule staminali malate 
del ricevente con cellule staminali ematopoietiche sane, e soprattutto alla sostituzione del il 
sistema immunitario “malato” con quello del donatore sano. Il trapianto di cellule staminali è da 
considerarsi, quindi, come una terapia cellulare in grado di ripristinare un sistema emopoietico 
danneggiato ma allo stesso tempo in grado di svolgere un'azione immunoterapica in quanto è lo 
stesso sistema immunitario ad essere sostituito. Al fine di ridurre la tossicità del trapianto 
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allogenico, pur mantenendo l’attività anti-tumorale immune-mediata, sono stati recentemente 
introdotti nella pratica clinica regimi di condizionamento a ridotta intensità (Reduced Intensity 
Conditioning Regimen, RIC), con l’obiettivo di aprire la possibilità del trapianto a pazienti con 
età maggiore di 50-55 anni o con comorbidità (10-11). Questi nuovi tipi di regimi hanno sì ridotto 
la TRM (dal 50-60% con i cosiddetti regimi mieloablativi al 10-40%), ma hanno aperto 
problematiche nuove per quanto riguarda il rigetto e lasciato irrisolte altre concernenti la GVHD. 
 
Complicanze del trapianto di cellule staminali emopoietiche:  Rigetto 
 
Definizione di Rigetto  
Il rigetto del trapianto (o Graft rejection, GR) è rappresentato dal rigetto immune-mediato delle 
cellule staminali ematopoietiche dal donatore ad opera delle cellule effettrici residue del ricevente 
a causa della disparità genetica tra ricevente e donatore. La GR viene distinta in rigetto primario, 
in cui non vi è mai evidenza dell’emopoiesi del donatore, e un rigetto tardivo, definito come la 
perdita delle cellule del donatore dopo un iniziale attecchimento (12). La valutazione 
dell’attecchimento delle cellule staminali ematopoietiche del donatore viene eseguita mediante 
l’analisi del midollo osseo e del sangue periferico e viene espressa in termini di percentuali di 
cellule del donatore (cosiddetto chimerismo). Dopo l’introduzione di regimi di condizionamento 
a ridotta intensità, l’attecchimento è stato definito come un completo recupero dei granulociti 
neutrofili (> 500/ul), dell’emoglobina (> 8 g/dl) e delle piastrine (> 20000/ul) associato alla 
presenza di almeno una quota del 5% di linfociti T (CD3
+
) del donatore entro il giorno 28 post-
trapianto (13). Il mancato raggiungimento o la perdita successiva di una quota di linfociti del 
donatore pari ad almeno il 5% dei linfociti totali vengono considerati, rispettivamente, come un 
rigetto primario o tardivo. Una quota di linfociti del donatore pari al 5-95% dei linfociti totali è 
da considerarsi una situazione di chimerismo misto, mentre un chimerismo completo viene 
ottenuto quando la quota di linfociti del donatore è superiore al 95%.  
Il rigetto del trapianto ha rappresentato fino a non molto tempo fa una problematica rilevante 
nel conteso del HSCT, specialmente dopo l’introduzione di regimi di condizionamento a ridotta 
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intensità e non-mieloablativi (14) e nel contesto del trapianto aploidentico o di incompatibilità 
maggiori del sistema HLA del donatore e del ricevente (15). Recentemente il miglioramento dei 
regimi di condizionamento, specialmente tramite l’incremento di trattamenti immunosoppressivi 
più efficaci, ha fatto sì che il rigetto divenisse un’eventualità piuttosto rara post-trapianto. 
 
Meccanismi immunologici alla base del Rigetto 
E’ ampiamente riconosciuto come i linfociti T presenti nel trapianto (cosiddetto graft) stesso del 
donatore promuovano l’attecchimento del trapianto in quanto la deplezione di tali linfociti, come 
si verifica nel contesto del trapianto aploidentico, è associata ad un’aumentata incidenza di rigetto 
(16,17).  L’incrementato rischio di rigetto dopo trapianto T depleto è in parte dovuto alla quota di 
linfociti T e cellule NK residui dopo il condizionamento pre-trapianto (18,19) in grado di mediare 
la cosiddetta reazione dell’ospite contro il trapianto (o Host versus Graft, HVG). Il contributo 
relativo di queste popolazioni alla HVG dipende sia dalla disparità genetica HLA tra donatore e 
ricevente sia dallo stato di reattività anti-donatore del ricevente. Facendo rifermento a 
quest’ultimo contesto, è stato visto come:- in modelli murini in cui i linfociti T citotossici del 
ricevente (CTL) erano stati precedentemente attivati contro antigeni maggiori e minori di 
istocompatibilità (MHC) del ricevente, si assisteva ad una maggior resistenza all’attecchimento 
del trapianto (20); - nell’uomo si verificava una minor sopravvivenza, legata principalmente ad 
una maggior incidenza di rigetto, in soggetti trapiantati che avevano ricevuto precedenti 
trasfusioni di emocomponenti rispetto a chi non le aveva ricevute (21).  
E’ stato dimostrato in modelli murini di rigetto come le cellule NK radioresistenti che 
sopravvivono dopo il regime di condizionamento siano in grado di lisare le cellule midollari del 
donatore: animali SCID, per cui privi di linfociti B e T, ma con un sistema NK intatto, erano in 
grado di rigettare il trapianto (22). In particolare il rigetto mediato dalle cellule NK è 
particolarmente attivo contro le cellule midollari che non esprimono l’MHC di tipo I, come 
dimostrato in esperimenti in cui donatori deficienti per l’espressione della β2-microglobulina 
erano maggiormente suscettibili al rigetto (23).  Poiché in modelli murini di trapianto è stata 
osservato che il rigetto mediato dalle cellule NK aumenta con il ridursi dell’intensità del regime 
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di condizionamento (24), è possibile ipotizzare un ruolo delle NK nel rigetto dopo regimi non-
mieloablativi o RIC. 
I meccanismi molecolari alla base del rigetto mediato dai linfociti T rimangono non del tutto 
identificati. La citotossicità in vivo mediata dai linfociti T richiede principalmente l’espressione 
del sistema Fas-FasL e del sistema perforina-granzime. In modelli murini di rigetto, animali 
riceventi deficienti sia per l’espressione di FasL che di perforina che del recettore per il TNF-α 
erano ancora in grado di mediare il rigetto (25).  L’eliminazione nel ricevente di citochine quali il 
TGF-β, il TNF-α e di citochine polarizzanti in senso Th1 e Th2 non erano in grado di ridurre il 
rischio di rigetto (26). Recentemente abbiamo evidenziato un ruolo fondamentale del signaling di 
STAT nel mediare il rigetto del trapianto: linfociti T del ricevente deficienti per STAT1, ma non 
quelli deficienti per STAT4, non erano più in grado di differenziarsi in senso Th1 e di mediare il 
rigetto del trapianto (27). Abbiamo anche evidenziato in questo modello come l’infusione di 
linfociti T del donatore fosse in grado di indurre la differenziazione dei linfociti del ricevente in 
senso Th2 e di abolire la differenziazione in senso Th1 permettendo così di ottenere 
l’attecchimento di cellule midollari aploidentiche. L’espressione di STAT6 da parte dei linfociti 
del ricevente era fondamentale per ottenere questo effetto (27).  
Un ulteriore meccanismo alla base del rigetto è rappresentato dalla citotossicità anticorpo-
mediata o complemento-medita. Difatti, la presenza di eventuali anticorpi anti-HLA al momento 
del trapianto non viene eliminata dal regime di condizionamento e puo’ indurre il rigetto in 
presenza di disparità maggiori HLA tra donatore e ricevente (28). In un modello murino di rigetto 
è stato evidenziato come la sensitivizzazione del ricevente verso gli Ag MHC del donatore prima 
del trapianto si traduceva in un rigetto acuto (< 3 ore), mentre il rigetto mediato dai linfociti T in 
topi non allosensitivizzati richiedeva almeno 6 giorni. Questo processo di rigetto iperacuto era 
mediato dalla presenza di anticorpi del ricevente contro gli antigeni del sistema HLA del 
donatore (29). 
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Fattori di rischio per il Rigetto 
I fattori che influenzano il rischio di rigetto sono stati in gran parte individuati, mentre su alcuni 
(come ad esempio l’incompatibilità di gruppo ABO, l’età del donatore) permangono dati 
contradditori. I principal fattori si possono riassumere in:   
- Disparità del sistema HLA: in uno studio in cui sono state impiegate cellule del midollo 
osseo, il rischio di rigetto dopo trapianto da un donatore familiare aumentava con l’aumentare 
della disparità del sistema HLA ed in particolare era del 7% dopo trapianto HLA-identico, 9% in 
presenza di un mismatch ad un locus HLA, 21% per la presenza di incompatibilità su due loci 
HLA (30).  
- Patologia del ricevente: in alcuni tipi di patologie, come ad esempio l’anemia aplastica 
(SAA), la leucemia mieloide cronica (LMC), la mielofibrosi (ME), le sindromi mielodispastiche 
(MDS) e le emoglobinopatie, è stato osservata una maggior incidenza di rigetto (9) 
- Stato di malattia: pazienti con malattia avanzata, in particolari portatori di LMA, MDS e 
SAA avevano un aumentato rischio di morte e di rigetto (9) 
- Regime di condizionamento: l’introduzione di regimi di condizionamento non-
mieloablativi si è associata ad un incremento del rischio di rigetto. In particolare in 44 pazienti 
che avevano ricevuto una dose sub-letale di Radiazione Corporea (o Total Body Irradiation, TBI) 
ed immunosoppressione con micofenolato e ciclosporina, il rischio di rigetto era del 20% (31). 
L’aggiunta della fludarabina al condizionamento ha consentito di ridurre tale rischio al 12% (32).  
- Fonte del trapianto: un maggior rischio di rigetto è stato osservato nei riceventi di 
trapianto da cordone a causa del numero ridotto di cellule mononucleate disponibili da trapiantare 
(33). Questo problema è oggi in parte superato con l’introduzione del trapianto da doppio 
cordone o con supporto di cellule mesenchimali, anche se queste procedure sono ancora da 
considerarsi sperimentali. 
- T deplezione e dose di cellule CD34: vi è un aumentato rischio di rigetto per il trapianto 
da donatore aploidentico in cui il graft viene sottoposto a T deplezione per ridurre la possibilità di 
sviluppare GVHD (16,17). In questo particolare contesto è stato osservato come l’infusione di 
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una dose di CD34
+
 prossimo a 10*10^6/Kg (cosiddetta megadose) permettesse di ridurre il 
rischio di rigetto (34). 
 
Strategie per ridurre il rischio di rigetto 
Numerose strategie sono state sviluppate con successo al fine di ridurre il rischio del rigetto, 
specialmente dopo l’introduzione dei regimi di condizionamento a ridotta intensità e non-
mieloablativi. In particolare risulta importante sia la scelta del donatore per quanto riguarda l’età, 
il sesso e il grado di compatibilità HLA, sia la scelta del regime di condizionamento, del tipo di 
immunosoppressione e la dose di cellule CD34
+. Ad esempio l’aggiunta della fludarabina ad un 
regime includente solo TBI ha consentito di ridurre significativamente il rischio di rigetto dal 20 
al 14% (32). L’aggiunta della globulina anti-timociti (ATG) ad un regime di condizionamento 
con ciclofosfamide per pazienti con SAA ha evidenziato un ridotto rischio di rigetto (35). 
Procedure tuttora sperimentali includono l’infusione di linfociti espansi in vitro pre-trapianto ed 
infusi al momento del trapianto quali linfociti resi reattivi contro un alloantigene third-party(36), 
eliminabili in vivo tramite l’espressione di un gene suicida (37), arricchiti per  cellule CD4+ 
regolatorie (Treg)(38-40), o pre-differenziati in senso Th2 in presenza di rapamicina (41). 
Il miglioramento dei regimi di condizionamento e il potenziamento dell’immunosoppressione 
ha consentito di ridurre notevolmente il rischio di rigetto anche dopo regimi di condizionamento 
RIC o non-mieloablativi. Ad oggi il rigetto rappresenta una complicanza relativamente rara post-
trapianto. Tuttavia l’elaborazione di modelli di rigetto pre-clinici resta un argomento importante 
al fine di migliorare le nostre conoscenze sui meccanismi immunologici alla base del rigetto. Tali 
conoscenze sono suscettibili di una potenziale traslazione nel campo della GVHD alla luce del 
fatto che i meccanismi immunologici alla base della GR e GVHD sono stati definiti come 
“specular images”(42). 
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Complicanze del trapianto di cellule staminali emopoietiche: la Graft 
versus Host Disease 
 
Definizione 
La malattia del trapianto contro l'ospite rappresenta una delle maggiori complicanze che limita 
il potenziale successo del trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche in quanto puo' 
essere fatale in circa il 15% dei pazienti. La GVHD si presenta come una malattia complessa in 
cui il sistema immunitario del donatore reagisce contro i tessuti sani dell’ospite (7,43), oltre che 
contro le cellule neoplastiche (graft versus tumor, GVT). Lo sviluppo e la severità della GVHD 
nei riceventi dipendono da numerosi fattori tra cui l'età del ricevente, la tossicità del regime di 
condizionamento, il grado di compatibilità HLA donatore-ricevente e il tipo di profilassi per la 
GVHD. La GVHD viene clinicamente classificata in due forme distinte, una acuta e una cronica: 
sebbene in passato la distinzione si basasse sul momento d’insorgenza della patologia, 
rispettivamente prima o dopo i 100 giorni dal trapianto, recentemente questo criterio di 
classificazione della GVHD è stato rivisto (44,45) basandosi su osservazioni cliniche e non più su 
un criterio temporale. 
La GVHD acuta ha una forte componente infiammatoria, mentre la GVHD cronica mostra 
caratteristiche più similari a quelle delle malattie autoimmuni e fibrotiche. In entrambe i casi gli 
organi interessati dall'attacco del sistema immunitario del donatore sono le cellule epiteliali di 
cute, fegato e tratto gastrointestinale con conseguenti sintomi correlati come diarrea, emorragia, 
ittero ed eruzioni cutanee. Se la morte cellulare è molto estesa, questo tipo di GVHD può essere 
mortale per il paziente trapiantato (46). La forma cronica invece presenta segni clinici che 
ricordano quelli di comune riscontro nelle patologie autoimmunitarie, essa è caratterizzata da 
fibrosi e atrofia degli stessi organi colpiti anche dalla GHVD acuta, senza evidente morte 
cellulare acuta (45).  
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Meccanismi immunologici alla base della GVHD acuta 
Il modello attualmente riconosciuto alla base della patogenesi della GVHD acuta è composta da 
una fase di danno tissutale, una fase di attivazione del sistema immunitario ed una fase effettrice 
a livello degli organi target (Figura 1)(47). Nella prima fase, gli effetti delle precedenti terapie e il 
regime di condizionamento pre-trapianto inducono un danno tissutale che si traduce nel rilascio 
di notevoli quantità di citochine pro-infiammatorie tra cui interleuchina 1 (IL-1) e TNF-α. 
Questo microambiente ricco di segnali pro-infiammatori promuove l'attivazione e la maturazione 
delle cellule presentanti l’antigene (cosiddette Antigen Presenting Cells, APC) e la rapida 
amplificazione delle cellule T vergini (cosiddette T naive). La tempesta citochinica inoltre 
promuove alterazioni dell'omeostasi locale quali l'aumento dell'espressione di molecole di 
adesione, molecole costimolatorie, antigeni MHC, e favorisce lo sviluppo di gradienti citochinici 
indispensabili per richiamare i linfociti T del donatore infusi durante il trapianto. Nella seconda 
fase si verifica l'attivazione delle cellule T naive del donatore in seguito all'interazione con le 
APC del donatore o del ricevente. Si parla di presentazione diretta dell’Ag nel caso in cui le APC 
del ricevente presentino antigeni endogeni ed esogeni rispettivamente a T linfociti CD8
+
 e CD4
+
 
del donatore, ed indiretta nel caso in cui siano le APC del donatore ad attivare la risposta 
immunitaria. Le cellule T alloreattive che hanno riconosciuto l'antigene presentato dalle APC, 
vanno quindi incontro ad espansione e migrano infine ai tessuti bersaglio della GVHD. Alla fase 
di chemiotassi dei linfociti T agli organi bersaglio, segue la fase effettrice in cui le cellule T 
alloreattive attivate mediano la morte cellulare sia attraverso un'attività citotossica diretta 
(Perforina- Granzima B) che con il reclutamento di altri leucociti (Fas-FasL) (48,49). Oltre ai 
linfociti CD8
+
 citotossici (CTL), anche i linfociti di tipo CD4
+
 sono in grado di produrre 
citochine che da una parte provvedono al reclutamento di altri leucociti, che promuoveranno la 
distruzione dei tessuti bersaglio attraverso il rilascio di ulteriori mediatori pro-infiammatori 
solubili (IL-1, TNF-  ed ossido nitrico (Nitric Oxide, NO)) ad opera delle cellule T effettrici, 
dall’altra producono citochine che promuovono la differenziazione e l’attivazione di ulteriori 
linfociti (46).  
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Figura 1. Fasi della GVHD acuta. A) Danno tissutale associato ed attivazione delle APCs. B) Attivazione e co-
stimolazione dei T linfociti. C) Espansione dei T linfociti. D) Migrazione. E) Danno tessuto-specifico. 
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Le cellule T helper CD4
+
 (Th) possono differenziarsi in due sottotipi fondamentali a seconda 
del milieu citochinico presente al momento dell’attivazione del TCR: cellule T helper di tipo 1 
(Th1, pro-infiammatorie) e tipo 2 (Th2, anti-infiammatorie) (50). Le cellule Th1 si differenziano 
in presenza di IL-12 e sono implicate nella regolazione dell’immunità cellulare attraverso la 
produzione di interferone γ (Interferon-γ, IFN-γ), IL-2 e TNF-α. Le cellule Th2 mediano 
l’immunità umorale e le risposte allergiche, e inoltre, attraverso la produzione di IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-10 e IL-13, contribuiscono alla protezione da parassiti extracellulari. Per la differenziazione 
delle cellule Th2 è necessaria IL-4, prodotta dalle cellule T attivate. Il bilancio di citochine ad 
attività polarizzante (IL-12 e IFN vs IL-4 ed IL-10) presenti al momento dell’attivazione 
linfocitica definisce il destino della cellula.  
Queste due popolazioni distinte, deputate a funzioni diverse, sono in equilibrio l’una con l’altra, 
modulandosi negativamente a vicenda, come si evince dal fatto che l’IL-4 inibisce l’espressione 
di IFN-γ e viceversa. Nell’ambito della GVHD è stato osservato come la GVHD acuta sia un 
processo mediato principalmente dai linfociti Th1 ed inibito dai linfociti Th2 (51). Esperimenti 
seminali del gruppo di Boston hanno evidenziato il ruolo fondamentale della via di segnalazione 
(cosiddetto signaling) della famiglia di proteine STAT in modelli animali di GVHD, dimostrando 
come linfociti deficienti (cosiddetti knocked out, KO) per STAT6 e quindi non in grado di 
differenziarsi in senso Th2 fossero in grado di mediare una GVHD acuta molto più intensa e 
affetta da maggior letalità rispetto ai linfociti STAT4 KO che non potevano differenziarsi in 
senso Th1(52).  
Più recentemente è stato evidenziato il ruolo di altre popolazioni linfocitarie nell’instaurarsi 
della GVHD: i linfociti Th-17 e le cellule T regolatorie (Treg). La differenziazione di cellule 
CD4 naive in cellule produttrici di IL-17 avviene efficacemente in vitro in assenza di citochine di 
tipo Th1 e Th2, in quanto fattori di trascrizione e citochine specifiche delle due classi principali 
di T helper regolano negativamente l’espressione di IL-17. In particolare, la differenziazione in 
senso Th17 nel topo richiede la stimolazione combinata da parte di TGF-β ed IL-6(53). 
Alternativamente, in assenza di IL-6 si verifica la differenziazione dei linfociti T naive in cellule 
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Treg (53). Nell’uomo e nel topo, le cellule Th17 producono citochine appartenenti alla famiglia 
dell’IL17 che in vitro agiscono come potente stimolo infiammatorio, inducendo la produzione di 
altre molecole pro-infiammatorie quali IL-6, TNF-α, l’ossido nitrico 2 (Oxyde Nitrique Synthase 
2, NOS-2), IL-1β, IL-8. In vivo è stato dimostrato un ruolo per la IL-17 sia nei meccanismi di 
autoimmunità (54) sia nel processo della GVHD. In questo ultimo contesto i dati sono 
contradditori con alcuni studi che supportano un ruolo attivo per le Th17 (55) anche in sinergia 
con i linfociti Th1 (56) ed altri che sostengono che né le cellule Th17 né la citochina da esse 
prodotte (IL-17) siano coinvolte nel danno immunomediato associato alla GVHD (57). Le cellule 
Treg sono una sottopopolazione specializzata di linfociti T capaci di sopprimere l’attivazione del 
sistema immunitario, regolando lo spegnimento delle cellule effettrici una volta che l’antigene è 
stato rimosso (così da limitarne il danno tissutale) ed impedendo l’attivazione di cloni reattivi 
contro autoantigeni che non sono stati eliminati dalla selezione timica. Le cellule T regolatorie si 
distinguono per il loro particolare fenotipo caratterizzato dall’espressione delle proteine di 
membrana CD4 e CD25 e dal fattore di trascrizione intracellulare Foxp3 (Forkhead Box P3) (58). 
Sebbene in origine si pensasse che le cellule T regolatorie originassero esclusivamente nel timo 
(natural Treg, nTreg), studi recenti indicano che queste cellule possono essere generate anche in 
periferia a partire dai linfociti naïve (inducibile Treg, iTreg). La differenziazione in senso Treg 
avviene in presenza di citochine quali il TGF-β, la IL-2 e l’acido retinoico (AR). Le cellule Treg 
si caratterizzano per il tipo di citochine prodotte (TGF-β, IL-10), per la scarsa attitudine 
proliferativa, per una bassa produzione di citochine linfotrope (in particolare IL-2 e IFN-γ) e per 
la capacità di sopprimere la produzione di queste citochine anche in cellule effettrici attivate 
CD8
+
, CD4
+ 
(a funzione Th1 o Th2), cellule NK, cellule dendritiche e macrofagi. Date le loro 
proprietà immunomodulanti soprattutto a livello delle cellule effettrici della risposta GVH (CD8 
e CD4 mediata), si è ipotizzato un ruolo dell’immunoregolazione Treg sulla GVHD. Alcuni studi 
condotti sia a livello murino (59) che nell'uomo (60) hanno confermato l'efficienza delle T 
regolatorie nel controllo della GVHD. Tuttavia queste cellule sono presenti in basse quantità e 
soprattutto sono difficilmente isolabili, specialmente in pazienti immunocompromessi dopo 
HSCT. Per superare questo problema alcuni gruppi di ricerca hanno proposto l'adozione di una 
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terapia cellulare con cellule Treg isolate ed espanse in coltura (in vitro) (61). Diversi protocolli 
sono utilizzati per questo scopo, ma ad oggi nessuno è convenzionalmente accettato. 
 
Fattori di rischio per lo sviluppo della GVHD acuta  
La GVHD acuta di grado II-IV si verifica nel 35-40% dei riceventi di un trapianto da donatore 
familiare HLA identico ed in circa il 50-60% dei pazienti trapiantati da donatori unrelated (62). 
La mediana di insorgenza è di 17 giorni nei pazienti sottoposti a trapianto mieloablativo (63) e di 
circa 3 mesi, alla riduzione dell’immunosoppressione (64), in riceventi di condizionamento a 
ridotta intensità.  I fattori che influenzano lo sviluppo di GVHD acuta sono: 
- la disparità HLA tra donatore e ricevente. Questo rappresenta il fattore più importante 
che determina la severità e la cinetica della GVHD acuta.  E’ stato osservato un maggior rischio 
di sviluppare GVHD acuta dopo trapianto da donatore HLA-non identico o da donatore MUD 
HLA identico rispetto ad un donatore familiare HLA identico (65,66); 
- il trapianto di cellule di donatore di sesso femminile in un ricevente di sesso maschile, 
specialmente se il donatore ha avuto precedenti gravidanze. Questo fenomeno è legato ad 
antigeni espressi sul cromosoma Y e riconosciuti da linfociti T del donatore femminile (67,68); 
- L’età avanzata del donatore (69) o del ricevente (70). Entrambe si associano con un 
maggior rischio di GVHD acuta;  
- Fonte delle cellule staminali: l’utilizzo di cellule staminali ematopoietiche raccolte dal 
sangue periferico si associa ad un rischio aumentato di GVHD acuta rispetto all’impiego di 
cellule del midollo osseo come confermato da una metanalisi su 16 studi (71); 
- Dose delle cellule CD34+: uno studio ha evidenziato che una dose di CD34+ > 
8*10^6/Kg si associa ad un rischio aumentato di GVHD acuta (72); 
- Tipo di condizionamento pre-trapianto. Evidenze cliniche supportano l'ipotesi per cui 
regimi di condizionamento a ridotta intensità, inducendo un danno d’organo più limitato, si 
associno ad un ridotto rischio di GVHD acuta rispetto a regimi più “aggressivi” (mieloablativi) 
(73) 
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Profilassi e terapia della GVHD acuta 
La prevenzione può essere effettuata con l'utilizzo di farmaci immunosoppressori e/o mediante 
la rimozione dei linfociti T dal midollo osseo del donatore. La profilassi della GVHD con farmaci 
immunosoppressori viene generalmente proseguita per 6 mesi dopo il trapianto. L'associazione 
più comunemente utilizzata consiste in Ciclosporina A (CsA) o Tracrolimus (anche noto come 
FK-506) con Metotrexate (MTX). Il MTX agisce come farmaco citotossico che interferisce sulla 
sintesi nucleotidica della timidina e purina. La CsA agisce come immunosoppressore riducendo 
la produzione di interleuchina-2 (IL-2) da parte dei linfociti T helper e interferendo con il suo 
recettore cellulare, bloccando in tal modo l’amplificazione della risposta alloimmunitaria. Sono 
stati condotti diversi studi sulla deplezione delle cellule T in vitro, sfruttando anticorpi 
monoclonali, o in vivo somministrando al paziente la globulina antilinfocitaria (Anti-Thymocyte 
Globulin, ATG) che si è dimostrata particolarmente efficace nella prevenzione della GVHD in 
caso di trapianto da donatore MUD (74). La T deplezione ha dimostrato una netta riduzione 
dell’incidenza della GVHD acuta, di gran lunga superiore a qualunque altro regime di profilassi. 
Tuttavia i brillanti risultati ottenuti sulla riduzione della GVHD sono gravati dall’incremento del 
rischio di recidiva leucemica (75). 
Nonostante la somministrazione della profilassi anti-GVHD, circa il 30-50% dei pazienti 
sviluppano la GVHD acuta. E’ stato sviluppato un sistema per la stadiazione (o grading) della 
GVHD acuta dei singoli organi e complessivo, noto come il Seattle Glucksberg criteria (76), 
successivamente modificato dal International Bone Marrow Transplant Registry (IBMTR). 
Entrambe i sistemi di grading ben correlano con la sopravvivenza a lungo termine dei pazienti: ca 
50% per i pz con GVHD di grado I vs 11% per pz con il grado IV (77). La sopravvivenza del 
paziente che sviluppa GVHD acuta dipende fortemente anche dal tipo di risposta ottenuta alla 
terapia di prima linea: il tasso di mortalità a 300 giorni dall’esordio della malattia è stimato 
attorno al 25% in caso di risposta completa alla terapia, 50% in caso di risposta parziale, 80% in 
caso di non responsività o progressione della malattia (63).  La terapia primaria della GVHD 
acuta viene condotta con steroidi, considerati ancora oggi i farmaci di prima scelta. Il 
meccanismo d’azione degli steroidi è presumibilmente legato alla loro azione linfolitica. Il 
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metilprednisolone (MP) in dose di 2 mg/kg/die costituisce in genere la prima opzione terapeutica. 
Questo trattamento è associato in genere ad inibitori della calcineurina per un tempo compreso tra 
i 7 e i 14 giorni. Nel caso di fallimento della terapia primaria con MP (ovvero progressione della 
malattia dopo tre giorni di trattamento, nessuna variazione del decorso della malattia dopo sette 
giorni, risposta incompleta al MP dopo 14 giorni) sono state proposte numerose terapie di 
salvataggio quali Ciclosporina (CsA), anticorpi monoclonali, micofenolato (Cellcept), fotoaferesi 
o altri (78). Molte strategie farmacologiche sono state utilizzate, ma di queste nessuna al 
momento è stata sottoposta a seri studi di fase 3 o si è dimostrata superiore all’utilizzo di steroidi. 
Lo sviluppo di nuovi trattamenti per la profilassi e per l’efficace risoluzione precoce della GVHD 
acuta rappresenta uno dei campi più importanti per migliorare l’efficacia del trapianto allogenico, 
riducendone la mortalità. 
 
La via di segnalazione JAK/STAT  
Le Janus chinasi (JAK) rappresentano una famiglia di tirosina chinasi non-recettoriali che 
trasducono a livello della membrana citoplasmatica i segnali mediati da citochine attraverso 
l’attivazione a cascata del signaling delle proteine della famiglia Signal Transducer of Activated 
Transcription (STAT) (79). Nei mammiferi la famiglia delle JAK chinasi è costituita da quattro 
membri: JAK1, JAK2, JAK3 e la tirosina chinasi TYK2. TYK2 è la prima tirosina chinasi della 
famiglia delle Janus chinasi ad essere stata identificata. TYK2 è associata ai recettori per IFN-α, 
IL-6, IL-10 and IL-12 e IL-23. La deficienza di TYK2 è associata ad una ridotta capacità di 
rispondere correttamente a queste citochine e quindi ad una maggiore suscettibilità ad infezioni 
batteriche e virali. Studi biochimici e genetici hanno rivelato l'associazione fisica e funzionale di 
JAK1 ai recettori per citochine di tipo I (IFN-α/β) e di tipo II (IFN-γ), IL-2 e IL-6. Ad oggi non 
sono state descritte deficienze di JAK1 nell'uomo, probabilmente perché incompatibili con la 
sopravvivenza. La chinasi JAK2 è implicata nella risposta associata a recettori a singola catena 
(Epo-R, GH-R, Prl-R), ai recettori per citochine di classe II (IL-3R, IL-5R, e GM-CSFR) e di 
classe I (IFN-γR). Studi sperimentali hanno definito il ruolo critico di JAK2 nell'emopoiesi e un 
ruolo di primaria importanza nella risposta a IL-3 e IFN-γ. Nell’uomo, le mutazioni a carico di 
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JAK2 si associano in maniera particolare con la comparsa di disordini mieloproliferativi. La 
proteina JAK3 a differenza delle altre Janus chinasi è espressa selettivamente a livello delle 
cellule ematopoietiche ed è di necessaria importanza per la segnalazione intracellulare associata a 
citochine che condividono la catena comune gamma (γc) come IL-2, IL-4, IL-17, IL-9, IL-15 ed 
IL-21. Mutazioni che causano deficienza di JAK3 sono state riscontrate in pazienti con 
immunodeficienze severe combinate (80,81). Per quanto riguarda invece le proteine della 
famiglia STAT, nei mammiferi esse sono rappresentate da: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 
STAT5A, STAT5B e STAT6. La via di segnalazione JAK/STAT rappresenta una via di 
trasduzione del segnale condivisa da molte citochine. Il legame della citochina a livello dello 
specifico recettore di membrana induce la dimerizzazione e l'avvicinamento delle Janus chinasi 
(JAKs) che sono costitutivamente associate ad esso e si attivano attraverso eventi di 
fosforilazione. Le proteine JAKs sono una famiglia di tirosina chinasi non recettoriali che una 
volta attivate fosforilano i residui di tirosina a livello recettoriale creando dei siti di reclutamento 
per le proteine STATs. Queste rappresentano dei fattori di trascrizione presenti a livello 
citoplasmatico i quali, una volta fosforilati dalle chinasi JAKs, traslocano a livello nucleare dove 
attivano l'espressione di geni specifici, che a loro volta daranno origine a risposte biologiche in 
funzione del contesto cellulare o tissutale. È noto che le proteine JAK mediano la trasduzione del 
segnale di vie responsabili della sopravvivenza o dell’apoptosi, della proliferazione e del 
differenziamento cellulare. La via di segnalazione JAK/STAT, inoltre, svolge un ruolo chiave nel 
controllo delle risposte immunitarie ed ematiche nel differenziamento delle diverse linee 
ematopoietiche. Alterazioni della traduzione del segnale JAK-STAT sono, infatti, riscontrabili in 
molti disordini immunitari, infiammatori ed in disordini ematopoietici neoplastici e non.  
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Figura 2. Ruolo del signaling delle proteine STAT nella differenziazione T cellulare.   
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Figura 3. Cascata di attivazione citochine-JAK-STAT 
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Strategie di immunosoppressione e farmaci utilizzati 
Le chinasi JAK sono di fondamentale importanza nella mediazione della risposta immunitaria e 
la loro modulazione farmacologica rappresenta un nuovo approccio per il trattamento di disordini 
immunomediati. Evidenze cliniche hanno dimostrato l'efficacia terapeutica nell'uso di inibitori 
selettivi delle Janus chinasi in patologie autoimmuni, disordini infiammatori, disordini 
ematopoietici e come strategia preventiva per casi di rigetto di trapianto (79,80). Negli ultimi 
anni, infatti, sono stati sviluppati numerosi inibitori di queste vie concentrando l'attenzione 
soprattutto sulle chinasi JAK1, JAK2 e JAK3. Evidenze sperimentali hanno dimostrato che l'uso 
di inibitori JAK3 selettivi quali WHI-P131 e WHI-P154 hanno effetti terapeutici nel trattamento 
della GVHD acuta pur conservando l’effetto GVT in modelli murini (82). In alternativa al blocco 
della via di segnalazione di JAK3, recenti studi hanno posto l’attenzione sulle chinasi JAK1 e 
JAK2 (83,84). E’ stato, fra gli altri, sviluppato un inibitore selettivo di JAK1 e JAK2, noto come 
INCB018424 (INC-424 o più comunemente Ruxolitinib). Il Ruxolitinib mostra un’elevata 
specificità per JAK1 e JAK2 ed ha una dimostrata efficacia terapeutica nelle neoplasie 
mieloproliferative Philadelphia-negative come recentemente pubblicato su New England Journal 
of Medicine. Il meccanismo d’azione non è ancora ben noto, tuttavia in alcuni studi condotti in 
pazienti con mielofibrosi si è evidenziata una netta riduzione delle dimensioni della milza e dei 
sintomi sistemici correlati alla splenomegalia, la normalizzazione dei livelli di citochine 
circolanti secondarie all'inibizione di JAK1, la riduzione tumorale e la mielosoppressione (85, 
86).  
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RAZIONALE DELLO STUDIO 
Il rigetto e la GVHD rappresentano due eventi immuno-mediati in cui il sistema immunitario, 
del ricevente in un caso e del donatore nell’altro, vengono attivati contro un antigene allogenico 
risultando in un’attivazione T linfocitaria che comporta la distruzione delle cellule 
ematopoietiche del donatore nel primo caso o delle cellule degli organi target del ricevente nel 
secondo. In questo senso i due fenomeni possono essere considerati “specular images” come 
inizialmente indicato da Gale e Reisner su Lancet nel 1986 (43). Visto il ruolo fondamentale del 
signaling di JAK/STAT nel dettare la differenziazione T cellulare e i dati già esistenti in 
letteratura sul ruolo di alcune delle molecole della famiglia STAT sul rigetto (27) e sulla GVHD 
(52), ci siamo proposti di approfondire il ruolo, fino ad ora mai studiato, del signaling di JAK3 
nel rigetto. Per far questo, abbiamo utilizzato animali privi del signaling di JAK3 ed inibitori in 
vivo in grado di bloccare la via di segnalazione JAK/STAT, ed in particolare di STAT3. Partendo 
da questi dati suggestivi per un ruolo della JAK3 e STAT3 nel rigetto, ci siamo rivolti a studiare 
in particolare l’effetto di STAT3 nella GVHD acuta, considerando che il rigetto rappresenta 
attualmente una complicanza piuttosto rara, mentre la GVHD acuta costituisce la principale 
complicanza post-trapianto che influenza un’elevata TRM. Questa elevata TRM è legata non solo 
alle complicanze della GVHD stessa, ma anche e soprattutto al fatto che i protocolli clinici ad 
oggi disponibili per la profilassi e la terapia della GVHD prevedono l’utilizzo di farmaci 
immunosoppressori che rallentano la fisiologica ricostituzione immune, esponendo così il 
paziente ad infezioni opportunistiche e riducendo l’effetto GVT (9). Lo sviluppo di nuove 
strategie terapeutiche in grado di targettare vie di segnalazione specifiche della GVHD potrebbe 
consentire di controllare lo sviluppo della reazione del trapianto contro l’ospite pur mantenendo 
l’effetto terapeutico GVT. A questo fine, abbiamo dapprima utilizzato un raffinato modello 
murino che consente di inibire la via di STAT3 esclusivamente all’interno dei linfociti CD4+. 
Successivamente abbiamo ipotizzato che l’utilizzo di un potente inibitore di JAK1 e JAK2, il 
ruxolitinib, dotato di una riconosciuta azione antineoplastica (86), potesse da un lato prevenire lo 
sviluppo della GVHD acuta e dall’altro conservare comunque un effetto GVT. 
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MATERIALI e METODI 
 
Animali Utilizzati 
Sono stati utilizzati animali di sesso femminile C57BL/6 (aplotipo HLA: H-2Kb) e BALB/c 
(aplotipo HLA: H-2Kd) di circa 7-12 settimane di età, acquistati presso Charles River 
Laboratories. Per alcuni esperimenti sono stati utilizzati animali CD45.1
+ 
C57BL/6 e JAK3 
knocked out (KO) nel background C57BL/6 acquistati da Jackson Laboratory. Gli animali 
Foxp3-GFP;STAT3
fl/fl 
e Foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
 sono stati generati dal dr A. Lawrence 
presso il National Cancer Insitute di Bethesda, USA. Gli animali sono stati stabulati in gabbie 
sterili con una densità massima di 5 topi per gabbia provvista di cibo e acqua sterile con aggiunta 
di antibiotico (Gentamicina 80 mg in 500 ml di acqua sterile) dopo l’esecuzione del trapianto 
allogenico di midollo osseo. Gli esperimenti sono stati condotti in parte presso lo stabulario 
dell’Istituto Nazionale dei Tumori di Milano all’interno del progetto INT_21.09 approvato dal 
CESA (Comitato Etico per esperimenti animali) del rispettivo Istituto, ed in parte presso la 
facility del National Cancer Insitute di Bethesda, USA dopo approvazione del rispettivo comitato 
etico. 
 
Generazione dei topi Foxp3-GFP e STAT3 knocked out 
Gli animali reporter foxp3-GFP sono un gentile dono del dr. M Oukka della Harvard Medical 
School e sono stati generati così come riportato nel manoscritto di Bettelli et al. (87) In questo 
modello l’attivazione di foxp3 si associa all’espressione di una green fluorescente proteina (GFP) 
la cui espressione è sotto il controllo del promotore di foxp3. In tale modo è possibile eseguire il 
tracking in vivo delle celle Treg che esprimono il foxp3, sia costituzionalmente (natural Treg) che 
dopo induzione in vivo (inducible Treg). Il monitoraggio avviene mediante citofluorimetria in 
quanto la GFP emette una fluorescenza che viene letta nel canale verde.  
Gli animali STAT3
fl/fl 
sono stati ottenuti dal dr D.E. Levy della New York University e la loro 
generazione è descritta nel manoscritto di Lee et al. (88). In questo modello viene utilizzato il 
cosiddetto loxp, cioè una sequenza che contiene il cosiddetto locus di crossover composto da due 
 26 
sequenze palindrome di 13 paia di basi più una regione centrale di 8 basi. Questa sequenza 
consente il riconoscimento da parte di una recombinasi Cre, cioè un enzima che riconosce 
specificamente tale sequenza, che la taglia consentendo la ricombinazione del DNA interposto tra 
di esse. In questo specifico modello le due sequenze loxp sono state poste alle due estremità del 
gene codificante per STAT3 così che in presenza di una recombinasi Cre, il gene STAT3 viene 
tagliato e la sua trascrizione soppressa. Al fine di generare questi animali loxp (detti anche floxed 
come indicato dal suffisso 
fl/fl
), il costrutto genetico contenete STAT3 e il loxp viene introdotto 
mediante ellettroporazione all’interno di cellule embrionali di topo, queste vengono poi 
selezionate ed impiantate all’interno di blastocisti murine utilizzate per fecondare un topo 
femmina. 
All’interno della facility animale del National Cancer Institute, gli animali STAT3fl/fl sono stati 
inizialmente incrociati con gli animali CD4-Cre e successivamente con animali Foxp3 per 
generare animali Foxp3-GFP;STAT3
fl/fl
 (denominato Control) e Foxp3-GFP; CD4-Cre; 
STAT3
fl/fl 
(denominato STAT3KO). In tale modo si ottiene un animale Control, in cui il gene 
STAT3 viene regolarmente espresso perché le sequenze loxp sono associate al gene STAT3, ma 
non è presente una ricombinasi; ed un topo STAT3KO in cui il gene non viene espresso 
esclusivamente a livello dei linfociti CD4 poiché la cre-recombinasi, che taglia se sequenze loxp 
ed inattiva STAT3, è prodotta sotto il controllo del CD4.  
 
Modello murino di Rigetto di Trapianto Allogenico di Midollo Osseo  
Il modello murino di rigetto è stato precedentemente pubblicato da Reisner (36) e da noi 
utilizzato in una nostra recente pubblicazione su Blood (27). Nei dettagli, gli animali riceventi 
(C57BL/6) vengono sottoposti ad una dose letale di radiazioni (Giorno -2, dose di 1200 cGy) tale 
da permettere la completa rimozione del loro sistema emopoietico ed immunitario. La quantità di 
radiazione è stata suddivisa in due dosi da 625 cGy a tre ore di intervallo l’una dall’altra. Un 
esempio tipico di esperimento di rigetto è esemplificato nella Tabella I. La coorte 1 di animali 
riceve esclusivamente al giorno 0 il trapianto di cellule midollari T deplete, dose totale 10*10^6 
cellule (gruppo controllo). Il gruppo “rigetto” riceve la dose di cellule midollari preceduta al 
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giorno -1 dall’infusione di linfociti T splenici ottenuti da topi sani singenici (C57BL/6) nella dose 
di 0,1*10^6 cellule in modo da indurre il rigetto delle cellule midollari successivamente infuse. Il 
gruppo sperimentatale prevede l’infusione di una particolare popolazione di linfociti riceventi, 
come ad esempio i linfociti STAT3 KO, per testare la loro capacità di indurre il rigetto.  
 
Tabella I. Schema del trapianto nel modello di rigetto 
Cohort Host Donor Day -2 Day -1 Day 0 
Coorte #1 
Controllo 
C57BL/6 BALB/c XRT 120 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
TCD-BM 10*10
6
 - 
Coorte #2 
Rigetto 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
 
TCD-BM 10*10
6
 Spleen T 0.1*10^6 
Coorte #3 
Gruppo Sperimentale 
Rigetto 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
    
 
TCD-BM 10*10
6
 Spleen T JAK3KO 
0.1*10^6 
 
In alcuni esperimenti è stato utilizzato un modello alternativo di rigetto in cui gli animali 
riceventi C57BL/6 hanno ricevuto una dose subletale di radiazioni (da 1200 a 900 cGy) e sono 
stati successivamente trapiantati con cellule midollari T deplete. Al fine di prevenire il rigetto di 
trapianto gli animali sono stati trattati con un farmaco AG490, noto inibitore aspecifico del 
signaling di STAT. 
 
Modello murino di GVHD acuta dopo Trapianto Allogenico di Midollo Osseo  
Il modello murino di GVHD acuta, da noi utilizzato in recenti pubblicazioni (89,90), prevede il 
trapianto di cellule di midollo osseo CD3
+
 depleto (T Cell Depleted-Bone Marrow, BM-TCD) 
arricchito con differenti quantità e/o classi fenotipiche di linfociti provenienti da un topo donatore 
(splenociti o cellule T linfatiche) in un topo ricevente precedentemente irradiato. Il modello 
murino utilizzato è quello del trapianto di cellule provenienti da un donatore C57BL/6 (aplotipo 
HLA: H-2Kb) all’interno di un ricevente BALB/c (aplotipo HLA: H-2Kb): i due sistemi HLA 
risultano completamente diversi e mimano in vivo il contesto di un trapianto aploidentico 
nell’uomo. Il BM-TCD contiene cellule staminali del donatore che guidano la ricostituzione 
emopoietica dopo il trapianto. Prima del trapianto i topi riceventi sono irradiati con una dose tale 
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da eliminare completamente il loro sistema immunitario. I topi donatori invece vengono 
sacrificati per il prelievo del midollo osseo dagli arti inferiori e delle milze da cui saranno 
ottenute le specie cellulari necessarie per il trapianto. Il midollo osseo è depleto dai linfociti T, 
mentre le milze sono utilizzate per isolare la componete T linfocitaria CD3
+
. Queste cellule 
riconoscono gli antigeni estranei del ricevente, attivandosi e iniziando la reazione immunitaria 
contro i tessuti sani dell'ospite. Come controllo negativo dell’esperimento vengono utilizzati topi 
che ricevono esclusivamente BM-TCD senza successiva infusione di linfociti splenici in un 
contesto allogenico o animali che ricevono BM-TCD con l’aggiunta di linfociti splenici in un 
contesto singenico. Il modello di GVHD è rappresentato invece dai topi che ricevono BM-TCD 
addizionato di linfociti splenici dopo trapianto allogenico. 
 
Procedura del trapianto allogenico per gli esperimenti di GVHD 
Per il prelievo del midollo osseo, gli animali C57BL/6 vengono sacrificati e le zampe vengono 
utilizzate per il cosiddetto flushing delle cellule midollari. Questa tecnica consiste nel rimuovere 
le epifisi ossee di femori e tibie e la successiva asportazione del midollo mediante iniezione nella 
cavità diafisaria di una soluzione di PBS + Hepes 1mM. In seguito le cellule midollari sono state 
T depletate mediante l’utilizzo di CD90.2 microbeads della (Miltenyi). Le cellule di midollo 
osseo sono state risospese in PBS + Hepes 1mM alla concentrazione di 50*10
6 
cellule/μL. Per 
alcuni esperimenti sono state utilizzate cellule di midollo osseo provenienti da animali C57BL/6 
CD45.1
+
 che esprimono il maker congenico CD45.1 esclusivamente sulla popolazione 
linfocitaria al fine di monitorare questa popolazione in vivo mediante citofluorimetria.  
Per ottenere i linfociti splenici, gli animali C57BL/6 sono stati sacrificati e le milze sono state 
prelevate, processate meccanicamente e filtrate per ottenere una sospensione monocellulare. In 
seguito le cellule sono state separate con il kit CD45R (B220) Microbeads mouse (Miltenyi), al 
fine di ricavare una preparazione di cellule spleniche arricchita in linfociti T. Infine la frazione 
dei linfociti splenici è stata risospesa in PBS alla concentrazione finale di 12,5*10
6
cellule/μL. Per 
alcuni esperimenti sono state utilizzate cellule spleniche provenienti da animali C57BL/6 
CD45.1
+
 al fine di poter monitorare questa popolazione in vivo mediante citofluorimetria.  
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Il giorno del trapianto (Giorno 0) i topi riceventi sono sottoposti ad irradiazione con una dose 
letale di radiazione di 950 cGy, tale da permettere la completa rimozione del loro sistema 
emopoietico. La quantità di radiazione è stata suddivisa in due dosi da 500+450 cGy a tre ore di 
intervallo l’una dall’altra. Ciascun topo è stato poi trapiantato con 10*10^6 cellule midollari T 
deplete. Le coorti che dovevano ricevere anche la quota di linfociti T splenici, sono stati inoculati 
con 2,5*10^6 di cellule spleniche per animale. 
Un trapianto tipico è esemplificato nella tabella II e comprende: la coorte 1 che rappresenta il 
gruppo di controllo allogenico in quanto gli animali (BALB/c) ricevono esclusivamente le cellule 
midollari T deplete del donatore C57BL/6 senza l’aggiunta della frazione di linfociti splenici per 
cui non sono in grado di sviluppare la GVHD; la coorte 2 o controllo singenico in quanto 
l’animale ricevente è del tipo C57BL/6 e quindi dello stesso aplotipo HLA del topo donatore per 
cui non puo’ sviluppare GVHD in quanto linfociti T del donatore non possono ricevere lo stimolo 
dell’alloantigene, ma solo quello omeostatico generato dalle citochine post-irradiazione; la coorte 
3 in cui un topo aploidentico (BALB/c) rispetto al donatore (C57BL/6) riceve sia le cellule del 
midollo osseo sia l’aggiunta delle cellule spleniche per cui sviluppa GVHD acuta; la coorte 4 o 
gruppo sperimentale in cui i linfociti infusi sono rappresentati da una particolare popolazione 
cellulare o in cui viene infuso un farmaco/inibitore per cui l’esito sul verificarsi della GVHD non 
è noto. 
Tabella II. Schema del trapianto nel modello GVHD acuta. 
Cohort Donor Host Day 0 
Coorte #1 
CTRL Allogenico 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Coorte #2 
CTRL Singenico 
C57BL/6 C57BL/6 XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
SC 2.5*10
6
 
Coorte #3 
GVHD acuta 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
SC 2.5*10
6
 
Veicolo 
Coorte #4 
GVHD acuta 
Gruppo sperimentale 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
SC 2.5*10
6
 
Farmaco o cellule sperimentali 
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Trattamento farmacologico 
Per gli esperimenti di prevenzione della GVHD, il farmaco INC-424 o ruxolitinib è stato 
acquistato da Selleck-Italia.  Il farmaco è stato somministrato mediante cannula orale (o oral 
gavage) dal giorno -1 al +13 post-trapianto (14 giorni totali), risospeso in 400μL di veicolo. In 
particolare INC-424 è stato somministrato al dosaggio di 90 mg/kg due volte al giorno (totale 180 
mg/Kg/die) risospeso in 400μL di veicolo costituito da una soluzione acquosa di 0.5% 
metilcellulosa e 0.025% Tween80. Questa dose è stata scelta sulla scorta dell’unica pubblicazione 
esistente in letteratura in cui questo farmaco è stato utilizzato per inibire la formazione di una 
neoplasia mieloproliferativa cronica in un modello murino (91). 
Per gli esperimenti di rigetto, il farmaco AG490 è stato somministrato mediante infusione 
intraperitoneale a partire dal giorno -1 giorno + 14 alla dose di 10 mg/Kg come precedentemente 
mostrato in esperimenti in vivo di inibizione del signaling di JAK/STAT (92). 
 
Monitoraggio degli animali 
Gli animali trapiantati sono stati monitorati giornalmente per verificare le condizioni di salute. 
Sono stati pesati regolarmente ad intervalli di 2-3 giorni e sacrificati quando il calo ponderale è 
risultato essere maggiore del 20% (rispetto al peso al giorno zero pre-trapianto). Le gabbie sono 
state cambiate bi-settimanalmente per preservare il più possibile la sterilità dell'ambiente. Il 
cambio del mangime e dell’acqua, implementata con antibiotico (Gentamicina 80mg in 500 ml di 
acqua), è stato effettuato due volte la settimana. 
 
Valutazione istologica della GVHD acuta 
La valutazione della GVHD acuta è stata eseguita sugli organi bersaglio classici 
rappresentati dalla cute, il fegato, lo stomaco, il piccolo ed il grosso intestino. E’ stato 
utilizzato uno score (Fowler et al, 93) per ciascun organo (score 0-4) ed uno score totale 
risultante dalla sommatoria di ciascun organo (minimo 0, massimo 24). 
La metodologia seguita per lo score per singolo organo è qui sotto riportata. L’analisi 
istologica è stata eseguita dalla Fondazione Filarete di Milano. 
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Tabella III. Score istopatologico di GVHD acuta per singolo organo. 
 
GVHD cutanea 
 
 
1: acantosi ed ipercheratosi multifocale tenue con minimo numero di linfociti 
adiacenti allo strato basale dell’epitelio.; Minima infiltrazione linfocitaria, 
qualche segno di vacuolizzazione dell’epitelio basale. 
2: acantosi ed ipercheratosi multifocale tenue con piccolo numero di linfociti 
adiacenti allo strato basale dell’epitelio, qualche segno di vacuolizzazione 
dell’epitelio basale, presenza da minima a piccola di linfociti intra epiteliali, 
presenza da minima a piccola di cellule epiteliali discheratosiche. 
3: da tenue a moderata ipercheratosi ed acantosi multifocale con aumentato 
numero di linfociti adiacenti allo strato basale dell’epitelio. Maggiore 
vacuolizzazione dell’epitelio basale, presenza di linfociti intraepiteliali e di 
cellule epiteliali discheratosiche. 
4: da tenue a moderata ipercheratosi ed acantosi multifocale con aumentato 
numero di linfociti adiacenti allo strato basale dell’epitelio. Maggiore 
vacuolizzazione dell’epitelio basale, presenza di linfociti intraepiteliali, di 
cellule epiteliali discheratosiche, microascessi, erosioni cutanee e/o ulcerazione. 
 
 
GVHD 
epatica 
 
1: infiltrato cellulare linfoide periduttale  minimo (5-10 cellule). 
2: infiltrato cellulare linfoide periduttale piccolo (10-20 cellule). 
3: infiltrato cellulare linfoide periduttale moderato (20-40 cellule), con cellule 
linfoidi intraepiteliali, necrosi epatica a singola cellula. 
4: infiltrato cellulare linfoide periduttale da moderato a severo (> 40 cellule)  
con cellule linfoidi intraepiteliali, necrosi epatica a singola cellula, 
coinvolgimento delle zone portali con infiltrato linfoide. 
 
GVHD 
gastrica 
 
1: porzione squamosa – piccolo numero di linfociti adiacenti allo strato basale 
dell’epitelio. 
2: porzione squamosa -  piccolo numero di linfociti adiacenti allo strato basale 
dell’epitelio e piccolo numero di linfociti intraepiteliali. Porzione ghiandolare – 
linfociti intraepiteliali con degenerazione delle cellule parietali. 
3: porzione squamosa – da piccolo a moderato numero di linfociti adiacenti 
allo strato basale dell’epitelio e da piccolo a moderato numero di linfociti 
intraepiteliali. Porzione ghiandolare – linfociti intraepiteliali con marcata 
degenerazione delle cellule parietali. 
4: porzione squamosa - da piccolo a moderato numero di linfociti adiacenti 
allo strato basale dell’epitelio e da piccolo a moderato numero di linfociti 
intraepiteliali.  Porzione ghiandolare – linfociti intraepiteliali con marcata 
degenerazione delle cellule parietali, erosione/ulcerazione della mucosa. 
 
 
GVHD 
intestinale 
 
1: da minimo a ridotto numero di linfociti infiltranti l’epitelio delle cripte, rara 
degenerazione delle cellule epiteliali. 
2: ridotto numero di linfociti infiltranti l’epitelio delle cripte, aumentato 
numero di mitosi, da minima a piccolo numero di cellule epiteliali in 
degenerazione in alcune cripte 
3: ampio numero di linfociti infiltranti nell’epitelio delle cripte, aumentato 
numero di mitosi, piccolo numero di cellule epiteliali in degenerazione nella 
maggior parte delle cripte, possibile ulcerazione della mucosa. 
4: ampio numero di linfociti infiltranti nell’epitelio delle cripte, aumentato 
numero di mitosi, un’evidente degenerazione delle cellule epiteliali nella 
maggior parte delle cripte, possibile ulcerazione della mucosa. 
 
 
 32 
 Analisi dei linfociti post-trapianto 
Al giorno +8-+14 post-trapianto gli animali sono stati sacrificati e sono state estratte le  milze. 
Queste sono state successivamente analizzate mediante citofluorimetria per le diverse 
sottopopolazioni linfocitarie utilizzando i seguenti anticorpi: H2Kd , H2Kb, CD4, CD3,CD8, 
CD62L, CD44, CD69, CD25, foxp3.  
Una parte delle cellule spleniche raccolte è stata in seguito utilizzata per il test di reazione 
linfocitaria mista (cosiddetto mixed lymphocyte reaction, MLR) al fine di evidenziare la presenza 
o meno di cellule alloreattive. In particolare, le cellule della milza isolate dopo separazione 
meccanica e filtrazione sono state piastrate in piastre da 24 pozzetti, mantenendo separate le 
cellule di ogni singolo topo. Per ogni pozzetto sono stati piastrate 2*10
5 
cellule dendritiche 
(dendritic cells, DC) e 2*10
6
 splenociti, in rapporto 1:10 in terreno RPMI Pen/Strep addizionato 
con 10% FBS in un volume totale di coltura di 2mL. Le cellule dentritiche erano state in 
precedenza espanse come riportato da Lutz et al (94) mediante coltura delle cellule midollari di 
animali sani non trattati C57BL/6 e BALB/c in RPMI Pen\Strep + 10% FBS arricchito con IL-4 
1000U/ml e GM-CSF 1000U/ml per 6 giorni, previa aggiunta al quinto giorno di LPS alla 
concentrazione finale di 1μg/ml per permettere il corretto differenziamento a cellule dendritiche. 
Il test di reazione linfocitaria mista è stato condotto valutando la reattività delle cellule spleniche 
di ciascun topo con le DC provenienti da BM C57BL/6 oppure da BM BALB/c. La scelta delle 
cellule dendritiche come APC per questo saggio è associata ad evidenze sperimentali di 
letteratura le quali affermano che le DC sono le uniche cellule presentanti l'antigene in grado di 
attivare i T linfociti in vitro (95). La co-coltura MLR è stata mantenuta in incubatore a 37°C, 5% 
CO2, per almeno 15 ore (cosiddetta incubazione over night). La valutazione dell'alloreattività dei 
T linfociti è stata effettuata mediante analisi citofluorimetrica attraverso la quantificazione dell' 
IFN-γ intracellulare con il kit Inside Stain (Miltenyi). Al fine di identificare quale particolare 
sottopopolazione linfocitaria fosse in grado di differenziarsi in senso Th1 sono stati utilizzati i 
seguenti anticorpi: H2Kd, H2Kb, CD3, CD4, CD8, IFN- .  
Inoltre, al fine di analizzare la presenza di cellule differenziate in senso Th17, le cellule 
spleniche isolate al giorno +8-+14 post-trapianto sono state piastrate in vitro over night in 
presenza di DC allogeniche e singeniche e la produzione di IL-17 è stata valutata mediante 
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citofluorimetria di flusso intracellulare includente seguenti anticorpi: H2Kd, H2Kb, CD3, CD4, 
CD8, IL-17  
Durante gli esperimenti è stato utilizzato il citofluorimetro MACSQuant™ Analyzer (Miltenyi  
Biotec) dotato di tre laser (VIO 405 nm, Blue 488 nm, Red 635 nm) ed in grado di registrare sette 
canali di fluorescenza. 
 
Analisi del chimerismo post-trapianto 
Al giorno +30 e +60 post-trapianto (esperimento di rigetto) è stato estratto sangue periferico 
dagli animali riceventi. Il livello di chimerismo ottenuto nel gruppo controllo è stato confrontato 
con quello del gruppo sperimentale, mentre il gruppo rigetto era già scomparso al giorno +15 ca. 
Il sangue perferico è stato analizzato mediante citofluorimetria per il chimerismo delle diverse 
sottopopolazioni circolanti, come riportato in una nostra recente pubblicazione (27). Gli anticorpi 
utilizzati sono stati: H-2Kb, H-2Kd, CD11b, CD45R/B220, CD3, Ter-119. 
 
Separazione cellulare  
Per l’isolamento di cellule del midollo osseo T deplete sono state utilizzate CD90.2 Microbeads 
mouse della Miltenyi. Le biglie magnetiche legano selettivamente l'antigene murino CD90 (anche 
noto come Thy1.2) che è un alloantigene espresso dai timociti, dalle cellule T periferiche, da 
alcune cellule T intraepiteliali e a livelli minori da progenitori staminali emopoietici del midollo 
osseo. E’ stata pertanto utilizzata per il trapianto la quota cellulare proveniente dalla selezione 
negativa. Per l’isolamento dei linfociti T splenici dalle milze dei topi donatori sono state 
utilizzate CD45R (B220) Microbeads mouse della Miltenyi. In questo caso le biglie si legano ai 
linfociti B per ottenere una sospensione cellulare (frazione negativa) arricchita in T linfociti e 
definita spleen cells (SC). Il CD45R è un antigene espresso dai linfociti B durante la loro 
maturazione a partire dalle cellule pro-B e lungo tutto il loro sviluppo e differenziamento 
linfocitario fino a quando si verifica la sua down-regolazione a seguito di trasformazione in 
plasma cellule. Per la separazione dei linfociti T nell’esperimento di rigetto (isolamento dei 
linfociti da topi sani singenici con il ricevente) è stato utilizzato il Pan T Cell Isolation Kit II 
mouse della Miltenyi. In questo kit è presente un cocktail anticorpale ideato per ibridare cellule B, 
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cellule NK, cellule dendritiche, macrofagi, granulociti, cellule endoteliali e cellule eritroidi. Viene 
quindi effettuata una selezione negativa che consente di isolare una sospensione pura di T 
linfociti. In tutti e tre i casi la selezione cellulare è avvenuta mediante lo strumento CliniMACS 
della Miltenyi. 
Per gli esperimenti in cui gli animali sono stati trapiantati con cellule natural Treg, le cellule 
CD4
+
CD45.2
+
Foxp3
-
GFP
+
 sono state selezionate mediante citofluorimetria di flusso (cosiddetto 
flow-sorting) utilizzando un FACSaria flow sorter. Analogamente per esperimenti con cellule T 
naïve, linfociti CD4
+
CD62L
+
CD44
+
Foxp3
-
GFP
-
 sono stati isolati mediante lo stesso macchinario.  
 
Analisi Statistica 
L’analisi della sopravvivenza è stata eseguita utilizzato il metodo Kaplan-Maier e le curve di 
sopravvivenza sono state confrontate mediante il log-rank testing. I dati di citofluorimetria 
riguardanti la produzione di citochine o la presenza di una particolare sottopopolazione sono stati 
analizzati mediante il student’s 2-tailed t tests.  Valori di p < 0.05 sono stati considerati 
statisticamente significativi. 
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RISULTATI 
 
Il signaling di JAK/STAT è indispensabile per mediare il rigetto  
In un primo esperimento ci siamo proposti di indagare il potenziale ruolo della via di 
segnalazione JAK/STAT, ed in particolare di JAK3, nel processo di rigetto del trapianto e del 
potenziale utilizzo di inibitori di JAK/STAT per prevenire il rigetto. Ci siamo concentrati 
inizialmente su JAK3 poiché questa molecola media il signaling di numerose citochine e 
determina l’attivazione di diverse proteine della famiglia STAT, fra cui STAT3. Per testare 
questa ipotesi, topi C57BL/6 sono stati sottoposti a TBI 1050 cGy (giorno -2) seguita da inoculo 
di 0.1*10^6 linfociti T del ricevente wild type (WT) o JAK3 knocked out (KO) (giorno -1), a sua 
volta seguita dal trapianto di 10*10^6 cellule del midollo osseo T depletato (BMT-TCD) da topi 
aploidentici BALB/c (giorno 0). I topi riceventi linfociti T JAK3 KO sono sopravvissuti fino al 
giorno +60 post-trapianto e hanno evidenziato livelli di chimerismo simili a quelli del gruppo di 
controllo (riceventi solo cellule di midollo osseo senza linfociti del ricevente): percentuale cellule 
donor pari a 58%±20% per il gruppo di controllo (BMT-TCD) vs 74%±6% nel gruppo ricevente 
linfociti JAK3 KO (giorno +30, p=0.4; Figura 4a). Al contrario tutti i riceventi cellule di midollo 
osseo + linfociti T wilde type (HT WT) rigettavano il trapianto e morivano entro il giorno +15 
(p=0.001; Figura 4b). Siamo andati poi a valutare lo sviluppo di alloreattività in vivo dei linfociti 
del ricevente nei confronti delle cellule del donatore, o cosiddetta Host versus Graft (HVG). 
Mediante tecniche di Miltenyi cytokine capture assay abbiamo osservato che i linfociti JAK3 KO 
erano incapaci di sviluppare allo-reattività in-vivo (controllo giorno +8 post-trapianto: numero 
cellule spleniche CD4
+
IFN-
+
 nel gruppo di rigetto 1,59*10^6 ± 0,334*10^6 vs 2,4*10^3 ± 
1,5*10^3 nel gruppo ricevente linfociti JAK3 KO p=0.001; numero cellule spleniche CD8
+
IFN-
+
 nel gruppo di rigetto 4,433*10^6 ± 0,83*10^6 vs 1,42*10^3 ± 0,8*10^3 nel gruppo ricevente 
linfociti JAK3 KO p=0.0007) (Figura 5). In un ulteriore esperimento abbiamo testato se il 
farmaco AG490, ritenuto un inibitore ad ampio spettro del signaling di JAK/STAT ed in 
particolare di STAT3 (96), fosse in grado di inibire il processo di rigetto. In questo esperimento 
topi C57BL/6 sono stati irradiati in maniera sub-letale (900 cGy anziché 1100) con o senza 
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l’inoculo del farmaco AG490: mentre il gruppo di controllo senza il farmaco rigettava 
sistematicamente il trapianto, si è riscontrato un chimerismo misto (ca 20% cellule del donatore) 
nei topi trattati con radiazione subletale e AG490 (Figura 6).  
Questi primi esperimenti evidenziano come il signaling di JAK/STAT sia indispensabile per 
mediare il rigetto del trapianto di midollo osseo allogenico e come procedure farmacologiche 
volte alla modulazione della STAT3 pathway in vivo possano facilitare l’attecchimento del 
trapianto di midollo osseo allogenico anche nel contesto aploidentico. Poiché il rigetto del 
trapianto e la GVHD sono da considerarsi due processi biologicamente similari come sottolineato 
anche da Reisner su Lancet nel 1986 (43), e poiché la GVHD rappresenta allo stato attuale una 
problematica molto più attiva e condizionate il decorso post-trapianto rispetto al rigetto, abbiamo 
rivolto la nostra attenzione ad analizzare il ruolo della via di segnalazione JAK/STAT, ed in 
particolare di STAT3, e di terapie farmacologiche volte a modularne l’attività, sull’insorgenza e 
l’andamento della GVHD acuta. 
 
Figura 4. In assenza di JAK3 i linfociti T del ricevente non sono in grado di indurre il 
rigetto del trapianto (***: p=0.001) 
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Figura 5.  In assenza di JAK3 i linfociti T del ricevente non sono in grado di sviluppare 
alloreattività in vivo (***: p <0.001) 
 
 
 
Figura 6. L’infusione di un inibitore di STAT3, AG490, previene il rigetto del trapianto di 
midollo osseo. 
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Il signaling di STAT3 è indispensabile per lo sviluppo della GVHD acuta 
In un primo esperimento ci siamo proposti di esplorare il ruolo di STAT3 nel mediare la GVHD 
acuta. Abbiamo deciso di studiare STAT3 in quanto questa molecola, mediando il signaling delle 
citochine IL-6, IL-21 e IL-23, è in grado di determinare la differenziazione dei linfociti T helper 
in senso Th17 in presenza di TGF-β, mentre quando STAT3 non viene attivata si verifica 
esclusivamente la differenziazione in senso Treg (Figura 2). Sono stati eseguiti due esperimenti, 
ciascuno con 5 topi per coorte, in cui animali BALB/c (riceventi) sono stati trapiantati con cellule 
provenienti da animali B6 (donatore aploidentico; H2Kb H2Kd). L’esperimento includeva un 
gruppo senza GVHD in cui gli animali ricevevano solo le cellule T deplete del midollo osseo, un 
gruppo di controllo che sviluppa GVHD in cui sono state somministrate cellule midollari T 
deplete + 2,5*10^6 di linfociti splenici da animali foxp3-GFP;STAT3
fl/fl
 (denominato “Control”) 
ed un gruppo sperimentale in cui gli animali venivano trattati con cellule midollari + 2.5*10^6 di 
linfociti T Foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
 (denominato “STAT3KO”) (Tabella IV). 
I topi sono stati seguiti fino a 60 giorni per la valutazione della sopravvivenza legata alla 
GVHD acuta. In accordo con quanto atteso, abbiamo osservato come il gruppo senza GVHD 
aveva una sopravvivenza del 100%, mentre il gruppo Control presentava una mortalità del 100% 
entro 20 giorni dal trapianto. Questo dato confermava che i linfociti foxp3-GFP;STAT3
fl/fl
 con il 
signaling di STAT3 intatto erano in grado di mediare GVHD acuta analogamente a quanto 
sarebbe accaduto inoculando regolari linfociti splenici wild type. Al contrario, gli animali 
riceventi i linfociti Foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
 (STAT3KO), che non potevano esprimere 
STAT3, avevano una sopravvivenza analoga al gruppo senza GVHD (Figura 7, p<0.001 in 
confronto col gruppo Control). E’ stata inoltre monitorata la variazione ponderale post-trapianto, 
anche questo segno indiretto dell’andamento della GVHD acuta. Abbiamo osservato, come 
atteso, nei primi 8 giorni post-trapianto una riduzione iniziale di peso in tutte le coorti di animali 
legata all’effetto della TBI. In seguito i riceventi dei linfociti STAT3KO andavano incontro ad 
una ripresa ponderale analoga al gruppo senza GVHD, mentre la coorte di animali trapiantata con 
le cellule STAT3
fl/fl
 presentava una progressiva riduzione di peso fino al decesso (Figura 8, 
p<0.001 vs gruppo STAT3KO). L’analisi degli organi target della GVHD, ha evidenziato una 
riduzione statisticamente significativa dello score totale della GVHD acuta nei riceventi di 
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linfociti STAT3KO vs linfociti di controllo. Questa differenza era particolarmente significativa a 
livello della cute e del colon (Figura 9, p<0.05). 
Questi dati sono stati recentemente pubblicati su Immunity ed evidenziano un ruolo 
indispensabile per STAT3 nel mediare la GVHD acuta (97). 
 
Tabella IV. Coorti di animali trapiantati nell’esperimento di GVHD acuta. 
Cohort Donor Host Day 0 
Coorte #1 
BM Only 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Coorte #2 
GVHD acuta 
Control 
C57BL/6 BALB/c 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
foxp3-GFP;STAT3
fl/fl 
2.5*10
6
 
Coorte #3 
GVHD acuta 
STAT3KO 
C57BL/6 BALB/c 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
  2.5*10
6
 
 
Figura. 7. Linfociti STAT3KO hanno una ridotta capacità di indurre GVHD acuta: 
letalità (***: p<0.001) 
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Figura 8 Linfociti STAT3KO hanno una ridotta capacità di indurre GVHD acuta: 
andamento ponderale (***: p<0.001) 
 
 
Figura 9. Linfociti STAT3KO hanno una ridotta capacità di indurre GVHD acuta: 
riduzione del danno d’organo (*: p<0.05; **: p<0.01) 
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Il signaling di STAT3 correla con la differenziazione in senso Th1 e Th17  
Nel successivo esperimento abbiamo valutato se il meccanismo alla base della riduzione della 
GVHD acuta nei topi riceventi le cellule STAT3KO fosse correlato ad una ridotta 
differenziazione cellulare in senso Th1 e Th17. Per far questo abbiamo ripetuto il trapianto 
allogenico nel modello B6  BALB/c con le coorti Control (linfociti CD4+foxp3-
GFP;STAT3
fl/fl
) e STAT3KO (Foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
) ed utilizzato come gruppo di 
controllo animali riceventi singenici (B6  B6) anch’essi trapiantati con cellule Control e 
STAT3KO (Tabella V). Al giorno +14 post-trapianto gli animali sono stati sacrificati e le milze 
sono state raccolte per eseguire la MLR per valutare la differenziazione in senso Th1 e Th17 
mediante la valutazione della produzione di IFN-γ e di IL-17, rispettivamente. Innanzitutto 
abbiamo osservato che sia i linfociti Control che STAT3KO presentavano un’aumentata 
produzione di IFN-γdopo l’incontro con l’alloantigene nel contesto allogenico rispetto a quello 
omeostatico del trapianto singenico, a dimostrazione di una avvenuta attivazione di queste cellule 
(Figura 10a). Tale incremento era però significativamente inferiore per i linfociti STAT3KO 
(Figura 10b, p< 0.05) rispetto ai linfociti dove il signaling di STAT3 era integro. Al contrario, la 
capacità di sintesi di IL-17 aumentava in maniera significativa dopo trapianto allogenico per i 
linfociti Control, mentre i linfociti STAT3KO presentavano costantemente una ridotta capacità di 
differenziarsi in senso Th17 (Figura 10a). In maniera analoga alla differenziazione in senso Th1, i 
linfociti STAT3KO avevano una riduzione significativa della differenziazione in senso Th17 
dopo trapianto allogenico rispetto ai linfociti Control (Figura 10 b, p<0.001).  
Questi dati, anch’essi oggetto di recente pubblicazione su Immunity (97), evidenziano un ruolo 
di STAT3 per la differenziazione Th1 e Th17 dei linfociti del donatore post-trapianto. La quota di 
linfociti Th17 rinvenuti a livello splenico era comunque molto esigua e tale da non giustificare la 
differente incidenza di GVHD acuta tra le due coorti. In un ulteriore esperimento (dati non 
mostrati) abbiamo difatti evidenziato un decremento dei linfociti Th17 a livello della lamina 
propria intestinale, sede principe della GVHD acuta, quando il trapianto avveniva in un topo 
allogenico anziché singenico. 
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Tabella V. Coorti di animali trapiantati nel secondo esperimento di GVHD acuta. 
Cohort Donor Host Day 0 
Coorte #1 
BM Only 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Coorte #2 
GVHD acuta 
Control 
C57/BL6 BALB/c 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
foxp3-GFP;STAT3
fl/fl 
2.5*10
6
 
Coorte #3 
GVHD acuta 
STAT3KO 
C57BL/6 BALB/c 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
 2.5*10
6
 
Coorte #4 
Controllo 
singenico 
C57BL/6 C57BL/6 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
foxp3-GFP;STAT3
fl/fl 
2.5*10
6
 
Coorte #5 
Controllo 
singenico 
C57BL/6 C57BL/6 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Foxp3-GFP; CD4-Cre; STAT3
fl/fl
 2.5*10
6
 
 
 
Figura. 10. Ridotta differenziazione in senso Th1 e Th17 in assenza di STAT3 (**: p<0.01; 
***: p<0.001). 
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Il signaling di STAT3 si associa ad una perdita della sottopopolazione Treg  
Visto il ruolo fondamentale di STAT3 nel dettare la differenziazione in senso Treg o Th17, 
abbiamo ipotizzato che ulteriori meccanismi, oltre ad una riduzione delle cellule Th17, fossero 
coinvolti nella ridotta incidenza della GVHD acuta in assenza del signaling di STAT3. Abbiamo 
quindi analizzato il profilo delle cellule Treg in relazione al signaling di STAT3 durante la 
GVHD acuta nel nostro modello murino di trapianto. In un esperimento analogo a quello 
descritto in precedenza abbiamo seguito l’andamento della sottopopolazione delle cellule Treg. 
Queste cellule erano facilmente monitorabili in citofluorimetria grazie all’espressione della 
fluorescenza verde GFP ogni volta che la molecola foxp3 veniva attivamente trascritta. Al giorno 
+14 post-trapianto abbiamo monitorato in citofluorimetria le cellule foxp3
+
CD4
+
 a livello 
splenico (Figura 11) ed evidenziato che:  
- dopo trapianto singenico la quota di cellule Treg rimaneva invariata sia nei riceventi 
dei linfociti  control, sia nei riceventi dei linfociti STAT3KO (Figura 11, pannello a 
e b, lato sin);  
- dopo trapianto allogenico si assisteva alla quasi totale scomparsa delle cellule 
foxp3
+
CD4
+
 nella popolazione linfocitaria con signaling intatto di STAT3 (Control), 
mentre i linfociti STAT3KO presentavano ancora una quota significativa di Treg 
(Figura 11, pannello a e b, lato dx); 
- a livello splenico la quota di cellule Treg nei riceventi di linfociti STAT3KO 
risultava superiore sia dopo trapianto singenico e, più marcatamente, dopo trapianto 
allogenico rispetto ai riceventi di linfociti control (Figura 11c, p< 0.001).  
Analogamente (dati non mostrati) abbiamo seguito in citofluorimetria al giorno +14 post-
trapianto il destino delle cellule foxp3
+
CD4
+
 a livello della lamina propria intestinale, sede 
principe della GVHD acuta, e abbiamo osservato una riduzione statisticamente significativa di 
queste cellule dopo trapianto allogenico rispetto a quanto accadeva dopo trapianto singenico. 
Questo esperimento evidenzia come, nel contesto della GVHD acuta, il signaling di STAT3 non 
solo consente la differenziazione in senso Th17, ma soprattutto si associa ad una riduzione 
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significativa della quota di cellule Treg. Questi dati sono stati recentemente presentati su 
Immunity (97). 
 
Figura 11: La riduzione della quota Treg è mediata da STAT3 durante la GVHD acuta (*: 
p<0.05; ***: p<0.001) 
 
 
La perdita delle cellule natural Treg durante la GVHD acuta è mediata dal 
signaling di STAT3 
La perdita della quota Treg dopo trapianto allogenico puo’ essere correlata ad una delle seguenti 
possibilità: 1) le cellule natural Treg (nTreg) infuse, cioè quelle normalmente presenti e derivanti 
dalla selezione timica, perdevano l’espressione di foxp3; 2) i linfociti T naïve infusi non erano in 
grado di differenziarsi in senso Treg dopo trapianto allogenico. Per rispondere a questa domanda 
abbiamo eseguito esperimenti utilizzando diversi tipi di combinazioni di trapianto: singenico vs 
allogenico, T-cell depleto o repleto, cellule naïve selezionate o meno. 
In un primo esperimento abbiamo selezionato mediante citofluorimetria esclusivamente le 
cellule GFP positive e quindi le cellule natural Treg che esprimevano foxp3. Le cellule così 
selezionate, nella quantità di 0,5*10^6 cellule, provenienti sia da animali Control (e quindi con 
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signaling di STAT3 intatto) che STAT3KO, sono state infuse insieme a cellule di midollo osseo 
T depleto nel contesto di un trapianto allogenico B6  BALB/c. Abbiamo osservato che, 
indipendentemente dalla presenza o meno del signaling di STAT3, le cellule nTreg mantenevano 
l’espressione di foxp3 in vivo (Figura 12a).  
In seguito abbiamo infuso un mix di linfociti T wild type (che esprimevano il marker di 
superficie CD45.1 che li rendeva distinguibili in citofluorimetria) in combinazione con cellule 
nTreg (che esprimevano il marker di superficie CD45.2) provenienti dai topi Control sia nel 
contesto del trapianto singenico (B6 B6) che allogenico (B6 BALB/c). In questo caso 
abbiamo osservato come, mentre dopo trapianto singenico le cellule nTreg mantenevano 
l’espressione di foxp3 anche in presenza di linfociti effettori (Teffector), dopo trapianto 
allogenico ne perdevano quasi totalmente l’espressione (p<0.05; Figura 12b). La perdita di 
espressione di foxp3 era quindi mediata dalla presenza dei linfociti effettori che non erano 
presenti nel primo esperimento. 
In un terzo esperimento abbiamo infuso nel contesto allogenico (B6BALB/c) un mix di 
linfociti WT insieme a linfociti nTreg provenienti da topi Control o STAT3KO. Abbiamo 
nuovamente osservato la perdita di espressione di foxp3 nelle cellule Treg con il signaling di 
STAT3 intatto (control). Al contrario, la maggior parte delle nTreg che non potevano esprimere 
STAT3 mantenevano pressoché intatta l’espressione di foxp3 e comunque in entità 
significativamente maggiore rispetto ai linfociti nTreg Control (p<0.001; Figura 12c). Questo set 
di esperimenti, anch’esso pubblicato recentemente su Immunity (97), mostra come come 
l’attivazione di STAT3 ad opera del signaling dei linfociti WT presenti nel trapianto porti ad una 
perdita delle cellule nTreg in vivo. 
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Figura 12: La perdita della quota nTreg durante la GVHD acuta è mediata da STAT3 (*: 
p<0.05; ***: p<0.001) 
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L’attivazione di STAT3 condiziona la conversione delle natural Treg  in Th-17 
Gli esperimenti sopra descritti ci hanno condotto ad ipotizzare come l’attivazione di STAT3 nel 
modello da noi utilizzato dovesse essere mediata da citochine prodotte dai linfociti WT presenti 
nel mix. Per testare questa ulteriore ipotesi abbiamo eseguito degli esperimenti in vitro in cui le 
cellule nTreg venivano espanse mediante biglie anti-CD3 anti-CD28 in presenza di solo media o 
di media arricchito di citochine in grado di attivare il signaling di STAT3, quali la IL-6. Abbiamo 
osservato come i linfociti nTreg Control (e quindi con signaling intatto di STAT3) perdevano 
l’espressione di foxp3, mentre le cellule nTreg STAT3KO erano esenti da quest’effetto (Figura 
13a).  
Inoltre, ci siamo chiesti quale fosse la sorte delle cellule nTreg che perdevano l’espressione di 
foxp3. Nell’esperimento in vitro sopra descritto, abbiamo osservato come le cellule nTreg che 
perdevano l’espressione di foxp3 divenivano capaci di produrre IL-17 (Figura 13b). Questo 
esperimento evidenzia l’instabilità del fenotipo nTreg ed in particolare come l’attivazione del 
signaling di STAT3 all’interno delle cellule nTreg ne induca la conversione in linfociti Th17 e 
quindi in cellule in grado di mediare GVHD acuta. Abbiamo ripetuto quest’esperimento in vivo 
(dati non mostrati) confermando come anche in vivo la perdita dell’espressione di foxp3 da parte 
delle cellule nTreg si accompagni all’acquisizione di un fenotipo Th17 di queste stesse cellule 
(97).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 48 
Figura 13: La presenza di citochine pro-infiammatorie inducono la conversione delle 
nTreg in Th17 mediante il signaling di STAT3 
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STAT3 blocca la generazione di cellule “Treg inducibili” durante la GVHD 
acuta 
Dopo aver evidenziato come la presenza del signaling di STAT3 in vivo si associ alla perdita 
delle cellule nTreg e alla loro conversione in Th17, ci siamo proposti di analizzare la seconda 
ipotesi alla base della ridotta incidenza di GVHD acuta in assenza di STAT3 e cioè che questa 
fosse riconducibile al fatto che i linfociti T naïve infusi non fossero in grado di differenziarsi in 
senso Treg in presenza di STAT3.  
Al fine di esplorare questa ipotesi abbiamo selezionato mediante citofluorimetria 
esclusivamente i linfociti T naïve (CD62
+
CD44
-
) che non esprimevano il GFP, e quindi foxp3 
negativi, a partire dai linfociti Control o STAT3KO. Abbiamo quindi infuso questa 
sottopopolazione di cellule privata della quota nTreg insieme a cellule di midollo osseo T depleto 
nel contesto di un trapianto singenico B6  B6 o allogenico B6  BALB/c. In maniera analoga 
a quanto osservato per le cellule nTreg abbiamo evidenziato come dopo trapianto singenico i 
linfociti T naïve mantenevano intatta la loro capacità di differenziarsi in cellule Treg (le 
cosiddette cellule Treg inducibili o iTreg) e quindi di esprimere foxp3 indipendentemente dalla 
presenza o meno del signaling di STAT3 (Figura 14a). Al contrario, nel contesto di un milieu di 
citochine pro-infiammatorie come si verifica dopo trapianto allogenico, i linfociti naïve che 
esprimevano STAT3 non erano in grado di differenziarsi in cellule Treg (control, Figura 14b), 
mentre questa capacità era relativamente conservata per i linfociti privi del signaling di STAT3.  
Inoltre, sia dopo trapianto singenico (p< 0.05) che allogenico  (p< 0.01) abbiamo osservato come 
l’assenza del signaling di STAT3 si associasse ad un’aumentata capacità dei linfociti naïve ad 
acquistare il fenotipo Treg in vivo (Figura14c). 
Analogamente a quanto fatto in precedenza, abbiamo infuso un mix di linfociti naïve Control o 
STAT3KO assieme a linfociti WT nel contesto di un trapianto allogenico. Analogamente a 
quanto osservato per le cellule nTreg, abbiamo evidenziato come in assenza del signaling di 
STAT3 i linfociti T naïve (STAT3KO) mantenevano intatta la loro capacità di differenziarsi in 
vivo in senso Treg (Figura 15b) e che questo avveniva indipendentemente dalla presenza di 
linfociti effettori (Figura 15c). Al contrario la presenza di cellule effettrici non consentiva ai T 
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naïve Control di esprimere foxp3 (Figura 15a). La capacità di differenziarsi in senso Treg era 
significativamente maggiore per le cellule STAT3KO rispetto ai linfociti Control (Figura15d, p< 
0.05).  
Questi esperimenti mostrano come il signaling di STAT3 si associ alla perdita della capacità dei 
linfociti T naïve di differenziarsi in senso Treg in vivo. I risultati di questi esperimenti sono stati 
recentemente pubblicati su Immunity (97). 
 
Figura 14. L’espressione di STAT3 si associa ad una perdita della differenziazione in 
iTreg in vivo (*: p<0.05; **: p<0.01) 
 
 
Figura 15. L’attivazione di STAT3 da parte di linfociti effettori si associa alla perdita di 
iTreg durante la GVHD acuta 
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Riduzione della GVHD acuta dopo infusione di un inibitore di STAT3 
Gli esperimenti fin qui eseguiti hanno evidenziato un ruolo fondamentale del signaling di 
STAT3 nella GVHD acuta nel modello murino da noi utilizzato. Difatti, in presenza di questo 
signaling, i linfociti T naive e le natural Treg sono sensibili all’ambiente pro-infiammatorio 
presente dopo trapianto allogenico e sono in grado di rispondere a citochine quali la IL-6 o la IL-
27. Grazie all’attivazione di STAT3 le cellule nTreg perdono l’espressione di foxp3 e si 
convertono in Th17 e i linfociti T naïve perdono la capacità di convertirsi in Treg e tendono a  
differenziarsi in senso Th17 e Th1. Al fine di sviluppare una strategia applicabile nel contesto 
clinico, ci siamo quindi chiesti se l’utilizzo di un inibitore del signaling di STAT3 consentisse di 
ottenere in vivo risultati analoghi a quelli riscontrati dopo infusione di linfociti STAT3KO. 
Poiché l’espressione di STAT3 viene attivata tramite il signaling di JAK1 e JAK2 (79), abbiamo 
utilizzato un inibitore della via JAK/STAT quale il ruxolitinib (o INC1424) che è un inibitore 
selettivo del signaling di JAK1 e JAK2. Abbiamo inoltre scelto questo farmaco per la sua 
potenziale attività anti-tumorale: difatti l’efficacia terapeutica del ruxolitinib contro la 
mielofibrosi è stata dimostrata sia a livello clinico sia in modelli sperimentali pre-clinici (91, 98). 
Questo farmaco rappresenta quindi una molecola potenzialmente utile per ottenere un effetto 
anti-GVHD senza perdere l’effetto GVT. 
Nel modello murino sopra descritto, B6 -> BALB/c, abbiamo eseguito il trapianto utilizzando le 
coorti descritte nella tabella VI. Ogni coorte era composta da tre animali. Nel primo esperimento 
la dose di ruxolitinib è stata scelta sulla base dell’unica pubblicazione ad oggi disponibile in cui il 
farmaco è stato utilizzato per inibire lo sviluppo della mielofibrosi idiopatica nel topo (91). I topi 
sono stati trattati con INC424 dal giorno -1 fino al giorno +13. Una parte degli animali è stata 
seguita fino al giorno +30 per la valutazione dell’andamento ponderale: abbiamo osservato come 
gli animali a cui veniva somministrato il ruxolitinib presentavano un andamento ponderale 
intermedio tra il gruppo di controllo allogenico (animali trapiantati unicamente con cellule di 
midollo osseo T depleto e quindi che non possono sviluppare GVHD) ed il gruppo che 
sviluppava GVHD (animali trapiantati con 2,5*10^6 linfociti T in assenza del farmaco) (Figura 
16). Alcuni animali sono stati invece sacrificati al giorno +14 per l’analisi istologica degli organi 
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target della GVHD e per la valutazione dell’alloreattività e della differenziazione linfocitaria. 
L’analisi degli organi target della GVHD ha evidenziato una straordinaria capacità del farmaco di 
bloccare la GVHD: lo score finale di questi animali risultava analogo a quello della coorte di 
controllo allogenico e significativamente ridotto rispetto al gruppo GVHD (13+1 vs 0.5+0.2, p< 
0.0001; Figura 17, immagini significative al microscopio in figura 18). Infine, siamo andati ad 
analizzare in vivo il ruolo del ruxolitinib sia sulla differenziazione in senso Th1 e Th17, sia sulla 
capacità di mantenere la presenza della quota di cellule Treg. Dopo MLR abbiamo osservato una 
riduzione statisticamente significativa dei linfociti CD4
+
 (14.4+3.3*10^6 vs 0.7+0.4*10^6, 
p=0.01) e CD8
+
 (11.5+3.8*10^6 vs 0.3+0.1*10^6, p< 0.05) in grado di produrre IFN-γ (Figura 
19) senza una riduzione significativa dei linfociti CD4
+
 in grado di produrre IL-17 (p=0.7) nella 
coorte trattata con ruxolitinib rispetto alla coorte che sviluppava GVHD. Nella coorte trattata col 
farmaco, inoltre, una quota significativamente superiore di cellule Treg erano presenti in vivo 
rispetto alla corte trattata con veicolo (1.7+0.2 vs 0.2+0.03, p=0.001; ;Figura 20). Questi dati 
sono riassunti su di un abstract recentemente accettato all’American Society of Hematology 
(ASH, Atlanta 2012) (99) 
Questo primo esperimento evidenzia come l’utilizzo di un farmaco in grado di inibire 
selettivamente e potentemente la via di JAK/STAT sia in grado di bloccare lo sviluppo della 
GVHD acuta in vivo grazie al blocco della differenziazione in senso Th1 e grazie al 
mantenimento della quota di cellule Treg. Successivi esperimenti saranno volti ad investigare: 1) 
se l’abolizione della GVHD acuta sia legata preponderantemente al blocco Th1/Th17 o al 
mantenimento delle cellule Treg; 2) se l’abolizione della GVHD sia mediata principalmente dal 
blocco dell’attivazione di STAT3 o se altre pathway vengano inibite; 3) a selezionare un 
dosaggio del farmaco in vivo più appropriato per il blocco della GVHD acuta al fine di limitare 
gli effetti negativi del ruxolitinib sull’emopoiesi legata alla sua azione inibitoria su JAk2. 
 
 
 
 
 53 
Tabella VI. Coorti di animali trapiantati nell’esperimento di GVHD con ruxolitinib. 
Cohort Donor Host Day 0 
Coorte #1 
BM Only 
Controllo Allogenico 
C57BL/6 BALB/c XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Coorte #2 
BM Only 
Controllo Singenico 
C57BL/6 C57BL/6 XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6 
Spleen T cells 2.5*106 
Coorte #3 
GVHD acuta 
 
C57BL/6 BALB/c 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Spleen T cells 2.5*106 
Veicolo 
Coorte #4 
GVHD acuta 
Ruxolitinib 
C57BL/6 BALB/c 
XRT 950 cGy 
TCD-BM 10*10
6
 
Spleen T cells 2.5*106 
Ruxolitinib 180 mg/kg 
 
 
Figura 16 Ridotto decremento ponderale negli animali trattati con ruxolitinib 
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Figura 17. Riduzione della GVHD acuta a livello degli organi target mediata da 
ruxolitinib (**: p<0.01; ***: p<0.001) 
 
 
Figura 18. Preparati istologici su organi target GVHD 
 
Figura 18a.  
Topo controllo (sinistra). Normale istologia cutanea. Ematossilina-eosina 100x. 
Topo GVHD (destra). Dermatite dell'interfaccia diffusa e severa. Moderata infiltrazione di linfociti (che 
nascondono la giunzione dermo-epidermica) in fase di esocitosi nello strato epidermico acantotico ed 
ipercheratoso. È presente anche una lesione ulcerosa focale coperta da una crosta siero- cellulare 
(freccia). Ematossilina eosina 100x. 
 
 
 55 
Figura 18b.  
Topo controllo (sinistra). Fegato, istologia di un tratto portale sano. Dotto biliare (*). Ematossilina-
eosina 200x. 
Topo GVHD (destra). Fegato, colangite/colangioepatite linfocitica cronica, focale, moderata con 
parziale cancellazione del dotto biliare coinvolto (*). È presente una necrosi a singola cellula nel cordone 
epatico adiacente (freccia). Ematossilina-eosina 200x. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18c. 
Topo controllo (sinistra).  Mucosa colonica, normale istologia. Cripte mucosali disposte in modo 
ordinato con differenziamento tipico in enterociti assorbenti e cellule caliciformi mucipare. Ematossilina-
eosina 200x. 
Topo GVHD (destra). Mucosa colonica, colite linfocitica cronica proliferativa, diffusa, moderata con 
moderata perdita di cripte ghiandolari e conseguente collasso della mucosa. Esocitosi linfocitica marcata 
nello strato epiteliale iperplastico ed indifferenziato, che riveste le cripte mucose irregolari. Ematossilina-
eosina 200x. 
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Figura 19. Riduzione dell’alloreattività di tipo Th1 nel gruppo trattato con ruxolitinib (*: 
p<0.05; **: p<0.01). 
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Figura 20 Variazione della quota Treg nella coorte trattata con ruxolitinib (**: p<0.01) 
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DISCUSSIONE 
La Graft versus Host Disease rappresenta una delle complicanze principali dopo trapianto 
allogenico di cellule staminali ematopoietiche in grado di condizionare una mortalità di ca il 15% 
che puo’ aumentare fino al 40-50% dei pazienti che non rispondono alla terapia steroidea di 
prima linea. Al contrario, il rigetto del trapianto costituisce una complicanza abbastanza rara 
grazie all’incremento della terapia immunosoppressiva che ha permesso di superare la barriera 
immunologica dell’incompatibilità HLA anche dopo regimi di condizionamento a ridotta 
intensità. I due fenomeni, GVHD e rigetto, rappresentano dal punto di vista immunologico due 
eventi speculari in cui nel primo caso i linfociti del donatore vengono attivati dall’incontro con 
l’alloantigene del ricevente, mentre nel secondo caso i linfociti del ricevente riconoscono 
l’alloantigene del donatore. Il nostro studio sul ruolo del signaling JAK/STAT nell’ambito dei 
due fenomeni ha evidenziato un ruolo chiavo di questa via molecolare per il processo di danno 
d’organo e di rigetto. In particolare, negli esperimenti di rigetto abbiamo osservato come in 
l’infusione di un inibitore di STAT3 sia in grado di favorire lo sviluppo di un chimerismo misto 
pur riducendo l’intensità del condizionamento pre-trapianto a dosi che normalmente non 
consentono l’attecchimento. Negli esperimenti di GVHD abbiamo evidenziato come in assenza di 
STAT3 vi sia una riduzione significativa della quota di linfociti Th1, ma non della popolazione 
Th17. Alla presenza del signaling di STAT3 abbiamo evidenziato la perdita o ridotta 
differenziazione linfocitaria in senso Treg e questo, secondo i dati in nostro possesso, si associa 
ad un netto incremento del fenomeno GVHD.  
STAT3 rappresenta una molecola di fondamentale importanza per la differenziazione dei 
linfociti T in vivo. Essa viene attivata principalmente dalla citochina IL-6 ed IL-23, le quali dopo 
l’interazione con il rispettivo recettore di membrane vanno ad innescare rispettivamente il 
signaling di Jak2 e Jak1. Il signaling di IL-23 ed IL-6 detta la differenziazione dei linfociti T 
naïve in senso Th17 ed è mediata da STAT3 sia negli uomini (100) sia nei modelli murini (101).  
STAT3 regola la differenziazione in senso Th17 mediante il legame diretto con i geni codificanti 
per IL17a e IL17f, RORc e IL23R (102). Il difetto di funzionamento di STAT3 negli uomini si 
associa in particolare con difetti di funzionamento delle cellule CD8
+
 nei pazienti portatori della 
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sindrome da Iper-IgE che risulta in un incremento delle complicanze infettive da agenti virali 
(103). Infine è stato osservato come il deficit di STAT3 nelle cellule Treg si associa allo sviluppo 
di una patologia gastrointestinale letale poiché le Treg, pur mantenendo la loro capacità di 
limitare la proliferazione dei T effector, non sono più in grado di limitare la funzione dei linfociti 
Th17 (104). La complessità e l’importanza del ruolo di STAT3 nella differenziazione 
immunitaria, ci ha condotto a studiare il signaling di STAT3 in due fenomeni così rilevanti in 
ambito trapiantologico quali il rigetto e la GVHD. 
Per quanto riguarda il rigetto, la nostra rappresenta la prima osservazione sul ruolo di JAK3. In 
particolare, in una nostra precedente pubblicazione (27) avevamo analizzato il ruolo di STAT1, 
STAT4 e STAT6 nel rigetto del trapianto di midollo osseo allogenico evidenziando un ruolo 
indispensabile per STAT1 che mediava la differenziazione T cellulare in senso Th1. STAT4, 
invece, risultava avere un ruolo non indispensabile al contrario di quanto evidenziato in 
esperimenti sulla GVHD (52). Il ruolo di JAK3 è fino ad adesso inesplorato nel campo del 
rigetto. Alcuni gruppi hanno utilizzato inibitori di Jak1-Jak3 per prevenire il rigetto del trapianto 
di cuore in modelli preclinici sul ratto. In particolare l’utilizzo di questo inibitore risultava 
superiore al tacrolimus nell’inibire la secrezione di IL-10 ed IFN-γ e risultavano nella 
soppressione della differenziazione in senso Th1 e Th2, ma non Th17 (105). I nostri dati, per 
quanto preliminari, concordano con quelli di questa recente pubblicazione, mostrando una 
significativa riduzione dei linfociti Th1 del ricevente in assenza del signaling di JAK3 durante il 
rigetto. Successivi esperimenti dovranno studiare se l’assenza dl signaling di JAK3 comporti una 
ridotta attivazione di STAT3 e se questo determini delle modificazioni nella differenziazione in 
senso Th17 e Treg. Inoltre, sarà necessario focalizzarsi sull’utilizzo di inibitori più specifici per il 
signaling di JAK-STAT al fine di migliorare l’indice terapeutico della nostra strategia di 
prevenzione del rigetto. L’utilizzo di questi farmaci potrebbe essere utile nel contesto del 
trapianto di midollo osseo allogenico aploidentico dopo regimi di condizionamento a ridotta 
intensità in cui vi è ancora la possibilità del rigetto, specialmente per patologie come la 
mielofibrosi. In questo caso l’utilizzo di un farmaco come il ruxolitinib avrebbe la duplice azione 
di prevenire il rigetto e di svolgere un’azione anti-neoplastica (98). 
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Nel campo della GVHD i nostri dati si inseriscono nell’ambito di un’ampia letteratura sul ruolo 
dei linfociti Th17 e Treg. Inizialmente, abbiamo ipotizzato che il ruolo benefico del deficit di 
STAT3 fosse correlato ad una mancata differenziazione in senso Th17. Sorprendentemente 
abbiamo trovato sì una riduzione dei linfociti Th17 splenici, ma la quota di questi linfociti era 
estremamente esigua. Inoltre, a livello della lamina propria intestinale non abbiamo osservato un 
incremento dei linfociti Th17 al passaggio da trapianto singenico a quello allogenico. Queste 
nostre osservazioni depongono per l’assenza di un ruolo per le Th17 nella GVHD e concordano 
con la pubblicazione di Kappel et al (106) in cui la delezione della IL17a aveva un ruolo 
marginale sulla GVHD acuta. Precedenti pubblicazioni hanno evidenziato come l’infusione di 
cellule Treg potesse ridurre la severità della GVHD acuta e di altre patologie autoimmuni 
(107,108). Partendo da queste osservazioni sono stati sviluppati trial clinici volti all’espansione in 
vitro e alla seguente infusione di Treg al fine di ridurre il rischio di GVHD. Le nostre 
osservazioni arguiscono controlla potenziale efficacia clinica di questi trial poiché l’infusione di 
Treg potrebbe essere del tutto inefficace o anzi comportare un aumentato rischio di sviluppare 
GVHD in vivo a causa della conservata plasticità di queste cellule. L’argomento della plasticità 
delle cellule Treg è attualmente molto controverso. Alcuni gruppi hanno studiato la stabilità 
dell’espressione di foxp3 nelle cellule nTreg ed evidenziato che tale espressione è spesso inibita o 
persa in un ambiente pro-infiammatorio (109,110). In particolare il gruppo di Zhou (109) ha 
evidenziato, utilizzando linfociti T foxp3-GFP, come un terzo delle cellule Treg infuse in animali 
diabetogeni perdesse l’espressione di foxp3 e si trasformasse in linfociti effettori. Altri gruppi 
hanno trovato che foxp3 è in grado di indurre la sua auto-espressione e che le nTreg conservano 
l’espressione di foxp3 dopo la loro infusione in animali sani (111) o dopo infusione in animali 
portatori di infezione come la Listeria (112). I dati da noi raccolti depongono per una conservata 
plasticità delle cellule Treg in vivo ed in vitro poiché in presenza di stimoli pro-infiammatori, 
rappresentati principalmente da citochine quali la IL-6, abbiamo assistito ad una netta riduzione 
di Treg e ad un incremento di Th17 quando il signaling di STAT3 era conservato. Le nostre 
osservazioni, inoltre, evidenziano come sia le cellule nTreg, sia le iTreg a partire da linfociti T 
naïve fossero notevolmente ridotte in presenza del signaling di STAT3. Data l’esiguità delle 
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cellule nTreg infuse con il trapianto, la nostra osservazione sulla possibile differenziazione in 
iTreg dei T naïve dopo trapianto allogenico riveste una particolare importanza per le sue 
potenziali applicazioni cliniche. 
In particolare, le nostre osservazioni, per quanto preliminari, hanno evidenziato una netta 
riduzione della GVHD acuta in presenza di un inibitore selettivo per Jak1 e Jak2 quale il 
ruxolitinib (99). Questo farmaco si è dimostrato efficace nel ridurre la differenziazione in senso 
Th1, senza al momento un chiaro effetto sulle Th17, analogamente a quanto evidenziato negli 
esperimenti di rigetto di trapianto cardiaco (105). Ulteriori esperimenti saranno volti a:  
- delucidare il possibile effetto del ruxolitinib sulle cellule natural Treg e sulla differenziazione 
dei linfociti naïve in Treg inducibili; - approfondire la possibile inibizione di ruxolitinib non solo 
di STAT3, ma anche di altre proteine della famiglia STAT che spiegherebbe la riduzione della 
differenziazione in senso Th1 da noi osservato; - riconfermare l’effetto di INC424 sulla 
differenziazione in senso Th17 a livello splenico e aggiungendo anche il dato a livello della 
lamina propria; - escludere la potenziale tossicità midollare di questo farmaco, vista l’importanza 
di Jak2 per lo sviluppo delle cellule ematopoietiche, mediante esperimenti di riduzione della dose 
di INC424. 
In conclusione gli esperimenti oggetto di questa tesi hanno documentato un ruolo significativo 
del signaling di JAK3 e STAT3 nel processo di rigetto e di GVHD, confermando la loro 
importanza nel dettare la differenziazione linfocitaria. Applicazioni cliniche di queste nostre 
osservazioni sono ancora in fase sperimentale pre-clinica, ma potrebbero essere di particolare 
rilevanza per migliorare l’aspettativa di vita di pazienti con GVHD acuta refrattaria senza perdere 
l’effetto GVT. 
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